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緒 告
ポ リ ア ミ ン と は ウ イ ル ス か ら ヒ ト ､ 植 物 に 至 る ま で ､ 生 物 界
に 普 遍 的 に 存 在 す る 低 分 子塩 基 性 物 資 で ､ 複 数 個 の ア ミ ノ 基 を
有 す る 直 鎖 脂 肪 族 炭 化 水 素 の 総 称 で あ る 【ト 3】 ｡ 天 然 に 主 と し て
存 在 す る ポ リ ア ミ ン は プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン 及 び ス ペ ル
ミ ン で あ り(Fig . 1)､ 通 常 ､ 大 腸 菌 な ど の-細 菌 に は プ ト レ ス シ
ン と ス ペ ル ミ ジ ン が ､ 真 核 細 胞 に は ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン
が 含 ま れ て い る 【ト3】 ｡
ポ リ ア ミ ン の 盤 台 成 に つ い て は Tabo r らE2 ,3】に よ っ て 調 べ
ら れ ､ 主 と し て Fig . 2 に 示 し た 経 路 で 合 成 さ れ る ｡ ま ず オ ル
ニ テ ン が 脱 炭 酸 さ れ て プ ト レ ス シ ン が 生 じ ､ さ ら に プ ト レ ス シ
ン に ア ミ ノ プ ロ ピ ル 塞 が 転 移 す る こ と に よ り ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､
ス ペ ル ミ ン が 合 成 さ れ る ｡ 大 腸 菌 に お い て は プ ト レ ス シ ン を 合
成 す る 経 絡 が も う 一 つ 知 ら れ て お り ､ ア ル ギ ニ ン の 脱 炭 酸 に よ
っ て 生 じ た ア グ マ チ ン か ら ア グ マ チ ン ウ レ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ に よ
っ て プ ト レ ス シ ン が 合 成 さ れ る ｡ ま た ､ 大 腸 菌 は ス ペ ル ミ ン 合
成 酵 素 を 持 た ず ､ ス ペ ル ミ ン を 合 成 し な い ｡
ポ リ ア ミ ン は ､ 生 体 内 に 広 く 分 布 し ､ 細 胞 内 含 量 が 高 い に も
関 わ ら ず ､ い ま だ 特 異 的 機 能 が 明 ら か に さ れ る に は 至 っ て い な
い o し か し な が ら 1 9 7 1年 に Ru s s el l ら 【4】が 癌 患 者 の 尿 中 に
ポ リ ア ミ ン が 増 加 す る と 報 告 し て 以 来 ､ ポ リ ア ミ ン と 細 胞 増 殖
の 関 係 が に わ か に 注 目 を 集 め だ し た ｡ 細 胞 増･殖 の 盛 ん な 細 胞 に
お い て は ポ リ ア ミ ン 含 量 が 高 く ,､ 生 合 成 酵 素 の 油 性 も 高 い こ と
が 知 ら れ て い る 【2】 が ､ 紳 飽 増 殖 に ポ リ ア ミ ン が 重 要 で 轟 る こ
-i-
pu七r e sc土n e N H
2(C H2)4N H2
spe r m土d 土n e N H2
(C H
2
)
4
N H(C H2)3N H2
Spe rmin e N H2(C H2)3N H(CH2)4N H(CH2)3
NH
2
F ig . 1 ｡ S tr uctu r e o王
､
polya m土n es .
L - Orh i t h in e L - Ar gl nin e
(｡＼co2 A三!in e- co2
㌔(2)
.
/
Pu七r e s c l ne
(6)
Spe r mid土n e
(7)
Spe rmln e
F ig B.
2 ･
a m l ne S .
- u rte a
L - Me七h io nin e
(4)i
＋A T P
- P Pi
,
P i
S - Ade n osyl -
m e七h lo nin e
･5)i - c o2
De c a rbo xylate d
aden osylm et h io nin e
Met:hylt h io aden o sin e
Gen e ral pathw ay f
■
o r 七he b lo syn七hes ls o f poly -
(1) Argin ln e de c arbo xyla s e; (2) agm at in e u r eo -
hydr ola se ;
m e七h まon 土n e
x yla s e;
syn t he ta s e
(3) o r n土七h ln e de c arboxyla se; (4) s - ade n o sy ト
syn 七he七a s e; (5) s - ade no sylm e七h lo n土n e de c a rbo -
(6) sper m 土dln e syn 七he七a s e; (7) spe r min e
-2-
と は (1) ポ リ ア ミ ン の 生 合 成簡 素 欠 損 株 が 大 腸 菌 【5 一 了】 ､ 酵 母
【8 - 10】､ チ ャ イ ニ - ズ ハ ム ス タ - 卵 巣 細 胞【1 1,12】で 分 離 さ れ ､
こ れ ら の 細 胞 は 外 か ら ポ リ ア ミ ン を 添 加 し な い と 細 胞 増 殖 が 遅
く な る こ と (2) 大 腸 菌 は プ ト レ ス シ ン を 作 る 経 路 が 二 つ 存 在 し
【1 3】 ､ ま た ､ 動 物 細 胞 で は プ ト レ ス シ ン を 作 る オ ル ニ テ ン 脱 炭
酸 酵 素 の 遺 伝 子 が ク ロ モ ソ - ム 申 の ニ ケ 所 に 存 在 す る こ と に よ
り 【1 4】ポ リ ア ミ ン が 細 胞 内 で 欠 乏 し な い よ う な 機 構 が 働 い て い
る こ と 等 の 知 見 よ り 確 立 さ れ て き た ｡ 次 に ポ リ ア ミ ン の 生 合 成
が ど の 様 に 調 節 さ れ て い る か に 人 々 の 興 味 が 移 り ､ こ れ に 関 連
し た 優 れ た 研 究 が 数 多 く 報 告 さ れ て い る 【15,1 6】 ｡
し か し ポ リ ア ミ ン 自 身 が ど の 様 に 細 胞 増 殖 と 関 わ っ て い る か ､
っ ま り ポ リ ア ミ ン の 機 能 に つ い て は 未 だ 不 明 な 点 が 多 い ｡ ポ リ
ア ミ ン は D N A, R N A及 び 蛋 白 合 成 を 促 進 す る が ､ 筆 者 ら の 研 究
室 で は ､ ポ リ ア ミ ン が D W A, R N A, リ ン 脂 質 の 中 で R N 且と 最 も
強 く 相 互 作 用 す る 【17】こ と か ら 高 分 子 合 成 の 中 で 蛋 白 合 成 が 最
も 強 く 影 響 を 受 け る の で は な い か と 考 え ､ ポ リ ア ミ ン に よ る 蛋
白 合 成 調 節 機 序 に つ い て 研 究 し て き た【1 8】 ｡
以 上 の よ う な 事 実 を ふ ま え 筆 者 は ､ 第 1 章 で は 大 腸 菌 に お け
る 細 胞 内 ポ リ ア ミ ン 濃 度 調 節 機 構 を ポ リ ア ミ ン の 輸 送 棟 構 ､ ポ
リ ア ミ ン 欠 乏 大 腸 菌 に お け る 代 替 ポ リ ア ミ ン 合 成 ､ オ ル ニ テ ン
脱 炭 酸 酵 素 の 括 性 調 節 ､ 及 び オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 過 剰 産 生 菌
に お け る ポ リ ア ミ ン 生 合 成 の 調 節 の 四 点 か ら 検 討 し ､ 第 2 章 で
は ､ ポ リ ア ミ ン に よ る 蛋 白 合 成 調 節 磯 序 の 一 環 と し て ､ ポ リ ペ
プ チ ド 合 成 の 翻 訳 精 度 の ポ リ ア ミ ン に よ る 上 昇 機 構 に つ い て 検
討 し た ｡
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第 1 重 大 腸 菌 に お け .る 細 胞 内 ポ リ ア ミ ン 濃 度 調 節 機 構
第 1 節 序 論
大 腸 菌 に お け る 細 胞 内 ポ リ ア ミ ン 濃 度 は 細 胞 内 に お け る ポ リ
ア ミ ン の 生 合 成 と 細 胞 外 か ら の ポ リ ア ミ ン の 輸 送 の 二 点で 調 節
さ れ て い る と 考 え ら れ る ｡ 大 腸 菌 の ポ リ ア ミ ン 生 合 成 に 関 与 す
る 酵 素 に つ い て は ､ 多 く の 研 究 が な さ れ ､ い く つ か の ク ロ - ン
も 得 ら れ て い る 【2】 ｡ ま ず プ ト レ ス シ ン を 合 成 す る オ ル ニ チ ン 脱
炭 酸 酵 素 ( 遺 伝 記 号 speC､ 遺 伝 子 地 図 上 6 3. 4 分 ､ 以 下 同 様)
は Appleba u zDら 【1 9]に よ っ て 精 製 さ れ ､ 分 子 量 8 2,0 0 0 のサ ブ
ユ ニ ッ ト か ら な る dimer で あ り ､ 酵 素 の 至 適 pfl は 8. 1 で あ
る ｡ こ の 酵 素 は プ ロ ダ ク ト で あ る プ ト レ ス シ ン や ス ペ ル ミ ジ ン
に よ っ て 阻 害 さ れ 【1 9】 ､ GT Pな ど の ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 活 性
化 さ れ る 【19 ,20] ｡ ま た ､ Ant izy7 M に よ る 調 節 に つ い て も 報 告
さ れ て い る 【15】 ｡ 大 腸 菌 の オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 が 動 物 な ど 他
の 多 ( の 酵 素 と 異 な る 点 は α - dif lu o r o 劫ethylo r nith息ne に よ
っ て 阻 害 さ れ な い こ と で あ る 【2 1】｡ そ の か わ り 詔O n Oflu o r o一
班ethylo r ni 七bin e [22】や m o n of 王u o r o 払et hylputr e s cin e [2 3】に
よ っ て 不 可 逆 的 に 阻 害 さ れ る o プ ト レ ス シ ン を 作 る も う 一 つ の
経 路 の 最 初 の 酵 素 で あ る ア ル ギ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 (speA , 6 2. 8分)
は Wu ら 【2 4]に よ っ て 精 製 さ れ ､ total 2 96 ,0 0 0 のte七r a 迅e r
で あ る と 鞄 告 さ れ て い る ｡ こ の 酵 素 の 至 適 pn は 8. 亀 で あ り ､
反 応 に は p yrido x al pho spha七e と 共 に 讃g2 十 を 必 要 と す る ｡ こ
の 酵 窮 も プ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て 阻 害 さ れ ､ 不 可
一旦-
逆 的 阻 害 剤 と し て は α - d i f lu o r o 迅ethylarginine [25】が 知 ら れ
て い る ｡ 次 に ア ル ギ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 に よ っ て 生 成 さ れ た ア グ マ
チ ン か ら プ ト レ ス シ ン を 合 成 す る ア グ マ チ ン ウ レ オ ヒ ド ロ ラ ー
ゼ (speB, 62 . 8 分 l は 最 近 ､ こ の 酵 素 を 過 剰 産 生 す る 菌 よ り
Sat ishcha rdr a n と Boyle [2 6】 に よ っ て 精 製 さ れ ､ 分 子 量
3 8,0 00 の diEl e rで あ り 至 適 pH 7. 3 で ポ リ ア ミ ン に よ っ て は
阻 害 さ れ ず ､ オ ル ニ テ ン に よ っ て n o nco E)Peti t iv e に ､ ア ル ギ
ニ ン に よ っ て c o npeti tiv e に 阻 害 さ れ る と 報･告 さ れ て い る ｡
次 に メ チ オ ニ ン と A T Pか ら S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 合 成
す る S- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 合 成 酵 素 (El et R, 6 3 分 ) は こ の
酵 素 を 過 剰 産 生 す る 菌 よ り Ha rk ha m ら【2了】に よ っ て 精 製 さ れ ､
遺 伝 子 の 塩 基 配 列 も 決 定 さ れ て い る 【2 8】 ｡ S - ア デ ノ シ ル メ チ オ
ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 (speD, 2. 7分) はS - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン を 脱
炭 酸 す る 酵 素 で ポ リ ア ミ ン 生 合 成 の 律 速 酵 素 の 一 つ と い わ れ て
い る が ､ Wickn e r ら 【2 9】及 び Ha rk ha E)ら 【3 0】に よ っ て 精 製 さ
れ ､ 分 子 量 17,00 0 の同 一 の サ ブ ユ ニ ッ ト 6 個 か ら な る 分 子 量
1 0 8,0 0 0 の he x a B) e rで あ る ｡ サ ブ ユ ニ ッ ト 毎 に 一 つ の pyr u-
v oyl基 が 共 有 結 合 し て お り こ れ が 油 性 発 現 に 必 須 で あ る ｡ そ の
他 ､ 二 価 の カ チ オ ン を 必 要 と し ､ p yri 如Ⅹal pho sphate 娃 必 要
と し な い o 輯ethylglyo x al his(gu a nyl hydr a z o n e) や ethyl-
glyo x al bi島(gu a nylhydr a z o
.
n e) に よ っ て 可 逆 的 に 阻 害 さ れ る が
芭i 値 は 酵 母 や 動 物 の 酵 素 に 比 べ て 高 い ｡ ス ペ ル ミ ジ ン 合 成 の 最
終 の 酵 素 で あ る ス ペ ル ミ ジ ン 合 成酵素 (speE, 2 ･ 7 分) は 分 子
量 7 3,0 0 0 のサ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る diEIe rで あ り 【31】 ､ S- ア
デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 遺 伝 子 の す ぐ 上 涜 に 為 る こ と
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が 明 ら か に さ れ ､ S
- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 発 現 と
の 関 連 性 が 注 目 さ れ て い る ｡
以 上 の よ う に 大 腸 菌 の ポ リ ア ミ ン 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 に つ
い て は ほ ぼ 全 容 が 明 ら か に な っ て い る が ､ こ れ ら の 酵 素 の 汚 性
調 節 に つ い て は ､ 細 胞 内 の オ ル ニ テ ン と ア ル ギ ニ ン の 濃 度､ ポ
リ ア ミ ン や ヌ ク レ オ チ ド 濃 度 に よ っ て 酵 素 活 性 が 調 節 さ れ る と
報 告 さ れ て い る E2】も の の 未 だ 明 ら か に な っ て い な い こ と が 多 い ｡
ま た .､ 細 胞 外 か ら の ポ リ ア ミ ン の 輸 送 に つ い て は 1966 年 の
Tabo r と Tabo r 【3 亀】の 報 告 以 後 あ ま り 研 究 が な さ れ て い な い ｡
聾 者 は こ れ ら の 知 見 を ふ ま え て ､ 大 腸 菌 に お け る 細 胞 内 ポ リ
ア ミ ン 濃 度 調 節 機 構 を ､ ポ リ ア ミ ン の 輸 送 壊 構 ､ ポ リ ア ミ ン 欠
乏 大 腸 菌 に お け る 代 替 ポ リ ア ミ ンJの 合 成､ リ ポ ゾ
ー ム 蛋 白 質 に
よ る オ ル ニ テ ン 脱 炭 較 酵 素 の 清 性 調 節 ､ 及 び ､ オ ル ニ テ ン 脱 炭
酸 酵 素 過 剰 産 生 菌 に お け る ポ リ ア ミ ン 生 合 成 の 調 節 の 四 点 か ら
検 討 し た ｡
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第 2 節 ポ リ ア ミ ン 輸 送 機 構
細 胞 増 殖 に 密 接 な か か わ り 合'い を 持 つ ポ リ ア ミ ン の 細 胞 内 濃
度 が ど の 様 に 調 節 さ'れ て い る か を 知 る こ と ば ポ リ ア ミ ン の 生 理
作 用 を 理 解 す る 上 で も 重 要 で あ る と 考 え ら れ る ｡ ポ リ ア ミ ン の
生 合 成 に 関 し て 詳 細 な 研 究 が な さ れ て い る 【15,3 5】の に 対 し て ､
ポ リ ア ミ ン の 輸 送 に 関 し て は 現 在 ま で の と こ ろ あ ま り 研 究 さ れ
て い な い が ､ 真 核 細 胞 に お い て は ､ 最 近 L1 210 白 血 病 細 胞 を 用
い て ポ リ ア ミ ン 頼 が 同 - の 輸 送 系 で 輸 送 さ れ る こ と 【3 6]及 び マ
ウ ス 神 経 芽 細 胞 を 用 い て ポ リ ア ミ ン 輸 送 が ナ ト リ ウ ム 依 存 性 で
あ る こ と 【3 7】 が 報 告 さ れ た ｡ 原 核 細 胞 に お い て は 19 66年 に
Tabo r と Tabo r が 大 腸 菌 B 株 を 用 い ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 が エ ネ
ル ギ ー 依 存 性 で あ る こ と を 報 告 し 【3 4】 ､ 1 97 4年 に Hu n roら 【3 8】
が 大 腸 菌 E 1 2株 を 低 張 の 培 地 で 培 養 す る と プ ト レ ス シ ン の 輸 送
系 が 二 つ 現 れ る こ と を 報 告 し て 以 来 あ ま り 研 究 が な さ れ て い な
い . 以 上 述 べ た 大 腸 菌 に お け る ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 の 研 究 に お い
て は ､ ポ リ ア ミ ン を 生 合 成 で き る 野 生 株 が 使 用 さ れ て 宕 り ､ ポ
リ ア ミ ン 頼 特 に プ ト レ ス シ ン の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み と 同 時 に ､
培 地 中 へ 排 出 さ れ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 【3 4,3 8】. こ の 喝 合
ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 の 正 確 な 解 析 は 困 難 で あ る ｡ そ こ で 筆 者 は ､
ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 の 性 質 を さ ら に 明 ら か に す る た め に ､ ポ リ ア
ミ ン を 生 合 成 で き な い 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 株 の 紳 胞 と そ こ か
ら 調 製 し た 膜 小 胞 を 用 い て ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 に つ い て の 研 究 を
行 っ た ｡ そ の 結 果 ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 が 見 か け 上 一 方 向 性 で あ る
こ と ､ 及 び ポ リ ア ミ ン が プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ っ て 取 り 込 ま れ る
- ㍗
こ と を 明 ら か に し た 【3.9】 ｡
1 - 2 - 1 実 験 材 料 と 方 法
1) 菌 株と 培 養 条 件
大 腸 菌 H A2 6 1(speB spec thr le u s e thi ) は D
'
r . w. E .
朗a a s よ り 供 与 さ れ た ｡ 菌 は プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 E)ediu EIB
【40】で 培 養 し ､ 点5 4 む = 0 . 3 ま で
_
増 殖 さ せ ､ 1 2,0 0 0Ⅹ g, 10 分 間
遠 心 し て 集 菌 し た 後 ､ buf fe r A (0. 卑諾 glu c os e, 6 2 切H pota -
s siu 詞 pho sphate , pt1 7. 0, 1 . 7 詔H sodiu m ci tr ate , 7. 6 m斑
(N HA)2SOA及 び 0 . 4 1 nH 祇gS O^) で 1 回 洗 い ､ buf fe r 息 に 蛋 白 濃
度 が 約 0 .1 EIg/血1 と な る よ う に 声u Spe nd し た ｡ 黄 白 量 は 細 胞
を 雷･> J) タ ロ ロ 酢 酸 (T E A) で 沈 叢 さ せ ､ Lo w ry ら の 方 法【4 1】で 測
定 し た ｡
2) 王nta ct c el l に よ る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の 沸 定
上 記 の よ う に 調 製 し た c el l s u spe nsio n 0 . 4 8 ml を 30
o
C
5 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ - 卜 し た 後 ､ 0 . 0 2 nlの 0 . 2 5
`
E[H 【l dC卜
polya Elin e(10 胡Ci/詔 DOl) を加 え 反 応 を 開 始 し た ｡ 3 0
oC で 一 定
時 間 イ ン キ エ ペ - 卜 し た 後 細 胞 を セ ル ロ ー ス ア セ テ - ト フ ィ ル
タ ー (ty pe E H, 0 . 5 メL 血, H i l lipo r eCo r野. ) 上に 集 め tota1
6 遜1 の buf fe r 且 で 3 回 洗 っ た o ス ペ ル ミ ン の 取 り 込 み 測 定 の
場 合 は ､ フ ィ ル タ - を 50 iLH スペ ル ミ ン を 含 む buf fe r 且 で
洗 っ た ｡ こ の 条 件 下 で は 細 胞 表 面 と ブ イ )t' タ ー 上 に 吸 着 す る ポ
リ ア ミ ン は 加 え た ポ リ ア ミ ン の 0 . 1Y8 以 下 で あ る o フ ィ ル タ ー
上 の 放 射 能 は ､ フ ィ ル タ ー を Br ay
'
s s olut io n に と か し ､ 液 体
- 8-
シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー や 滞 定 し た ｡
3) Right- si de - o ut 腰 小 胞 の 調 製
昆ighト side - o ut 膜 小 胞 は Dr . D . R. 舶 r ris よ り 供 与 さ れ た 大
腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 株 D R l1 2(speA speB thi) よ り 調 製 し た ｡
菌 を プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 ､ Linde r o七h と 箆o r ris の 方 法 【逢2】
に 従 っ て glu c o s eの 代 わ り に s uccin ate を 加 え て 培 養 し､ 中
期 対 数 増 殖 期 に な っ た 時 ､ 遠 心 し て 集 菌 し た ｡ 記igh七- side - o ut
膜 小 胞 は 監aba ck の方 法 【奄3】に 従 い ､ リ ゾ チ ー ム の 濃 度 を 5 0 0
〟 g/ml から 5 0 iL g/胡1 に下 げ て 調 製 し た o 濫＋ - 負 荷 膿 小 胞 は
H ir ata ら の 方 法 【4 4】で 調 製 し た ｡
4) 膜小 胞 に よ る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の 謝 意 法
4
0 . 1 ml中 に 2 0m裾 pota s siu B)pho sphate buf fe r, pH 6. 6,
50 mH 日epe s- 監O E, pH 7.6 , 5 mH 裾gS O4 , 2O 泡H D- 1a ctate
(1it h iu 顎 S alt)､ 及 び 約 1 0 0ji g 蛋 白 の 膜 小 胞 を 含 む 反 応 液 を
3 7oC 3 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ - ト し ､ 2 p lの 0 . 4 nH 【1 &C】pu ト
r e s cin e (1 8 4皿Ci/切放01)_又 は 卜
1 4C】spe r 払idin e (85 EICi/EI D Ol)杏
加 え 反 応 を 開 始 し ､ 3 7
oC 一 定 時 間 イ ン キ エ ペ - 卜 し た 後､ 膿 小
胞 を フ ィ ル タ ∵ 上 に 集 め ､ inta cモ c el l の場 合 と 同 様 に 放 射 能
を 謝 意 し た ｡
5) D 討A､ R N A､ リ ン 脂 寮 ､ 旦T P 及 び ポ リ ア ミ ン の 定 量
Inta ct c el l と 膜 小 胞 申 の DN 且 及 び 記N 点 は Schn eide r の 方
法【壕53に 従 っ て 定 量 し た . リ ン 脂 質 は タ ロ ロ 恭 ル ム : メ タ ノ ー
ル (
J
2:i.) で抽 出 し ､ 拘o r ris o n の 方 法【4 6】で 抽 出 液 申 の リ ン を
定 量 し て 計 算 し た . 且T P は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 法 【亀7,壕83 で 定
量 し た B ポ リ ア ミ ン は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 滞 志 し た
-9-
【4 9】 ｡
6) 試 薬
【1 4C】putr escin e ･ 2 H Cl, 【
1 AC】spe r E[idine ･ 3 H C l, 【1 dCト
spe r min e ･ 亀H C ユは Ne 甘 Engla nd 回u cユe a rCo rp . よ り 購 入 し た ｡
柑 - Ethyl認alei苛ide , p - ch lo r o m e r c tl ribe n z oic a ci d, putr e s-
cin e, spe r nidin e 及 び spe r min e は Naka r ai C he nic
`
als よ り
婦 人 し た ｡ D - 1a c七ate (i iモh皇u認 S alt), v alin o E[yCin , nige r卜
cin 及･ぴ c a rbo nyl cya nide - )n- ch lo r ophe nyl hydr a z o n e(C CC P)
は S igzn a C he E)ic aユ Co . よ り 購 入 し た ｡ カ ル シ ウ ム イ オ ノ ブ オ
ア A2318 7, c a Tbo xyl cya nide p- trif lu o r o B) etho xy ph母ny ト
hydr a z o n e(F C CP) 及び 3,5 - d 卜 ter ト butyト4 - hydr 8 Ⅹy Phe ny ト
a)
be n zil ide n e 皿 alo n o ni trile (S F 68 4 7) は そ れ ぞ れ E liLil ly &
co . /, F luka 魚信 及 び 闇ako Pu r eC he ELic al Indu strie s よ り 購 入
し た ｡ Tetr a chlo r o salicyia nilide (T C S) は Dr . F . ”. Ha r old よ
り 贈 与 さ れ た ｡
7) ポリ ア ミ ン 頗 透 過 変 異 株 の 分 駐
突 然 変 異 原 と し て 国 - A) ethy ト N
'
- ni tr o- N - nitr o s og-u a nidin e
を 用 い 【5 0】 ､ 大 腸 菌 H 且26 1を 処 理 し た 後 ､ プ ト レ ス シ ン を 含 む
m ediu zn且 の プ レ ー ト (, 1 . 5富 且ga r) 上 で コ ロ ニ ー サ イ ズ の 小 さ
い も の を 選 び､ 次 に 1 AC - ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み 活 性 の 低 い 抹 を
分 離 し た ｡
1 - 2 - 2 結 果
1) Inta ct c el l に よ る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の 性 賢
- 10-
ま ず 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 疎 放且261 の inta ct cel l にお け
る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の キ ネ テ ィ ツ タ ス を Fig . ト1 に 示 す ｡
プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ 女 ペ ル ミ ン の 順 に 多 く 取 り 込 ま
れ ､ R7n は そ れ ぞ れ 1
-
. 4 3 Ⅹ 1 0
‾ 6
､ 9 . 3 Ⅹ 1 0
-
･3
､ 及 び 1. 6 4 Ⅹ
10- e; H であ り ､ VE) a Xは 1. 4 3､ 0 . 70 及 び 0 . 15 n m ol/min/ng
pr otein で あ っ た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン の Rm が か さ く ､ 細 胞 外 の ポ
リ ア ミ ン 濃 度 が 低 く て も ス ペ ル ミ ジ ン だ け は か な り 効 率 よ く 取
り 込 ま れ ､ 細 胞 増 殖 に 役,立 つ と 考 え ら れ る ｡
次 に い ろ い ろ な 阻 害 剤 の 影 響 を 検 討 し た (Tab le 1- 1) ｡ ま ず
村 - ethylm alei皿ide 添 加 に よ り ど の ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み も 阻 害
さ れ る こ と か ら S H 蛋 白 質 が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 き れ た ｡
次 に ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の エ ネ ル ギ ー 源 に 関 し て は 且TP 合 成 の
阻 害 剤 で あ る 打a=･ H 且sO4 に よ っ て は ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み は 阻
害 さ れ ず ､ 呼 吸 鎖 の 阻 害 剤 で あ る 毘C W に よ っ て か な り 阻 害 を
受 け ､ プ ロ ト ン サ ー キ ュ レ ー シ ョ ン の 阻 害 剤 で あ る C C CPや
F C CP によ り ほ ぼ 完 全 に 取 り 込 み が 阻 害 さ れ る こ と か ら ､ inta ct
c el l に お い て ポ リ ア ミ ン は 且T P で は な く プ ロ ト ン 駆 動力 に よ
っ て 取 り 込 ま れ る こ と が 明 ら か に な っ た ｡
2) ポ リ ア ミ ン の 影 響
次 に ノ ン ラ ベ ル の ポ リ ア ミ ン の 影 響 を 検 討 し た (Fig. ト 2) ｡
ま ず 1 dC - プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み は メ テ レ ン 基 が プ ト レ ス シ ン
よ り 一 つ 多 い ジ ア ミ ン で あ る カ ダ ベ リ ン や ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス
ペ ル ミ ン を 8 倍 量 の 8 0jLH 加 え て も 阻 害 さ れ な か っ た o l dC -
ス ペ ル ミ ジ ン の 取 り 込 み は プ ト レ ス シ ン や カ ダ ベ リ ン に よ っ て
は 影 響 を 受 け な い が ､ ス ペ ル ミ ン に よ っ て わ ず か に 阻 害 さ れ ､
- ll-
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①
①
一句
16 倍 量 の ス ペ ル ミ ン 添 加 で 約 4(鳩 阻 害 さ れ た ｡ 1 dC- ス ペ ル ミ
ン の 取 り 込 み に 関 し て は プ ト レ ス シ ン と カ ダ ベ リ ン に よ っ て は
阻 害 さ れ な い が ､ ス ペ ル ミ ジ ン に よ り 強 く 阻 害 さ れ た ｡ 以 上 の
結 果 か ら ポ リ ア ミ ン の 膜 透 過 に 関 し て は プ ト レ ス シ ン の 取 り 込
み を 触 媒 す る 蛋 白 費 と ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン の 取 り 込 み を
触 媒 す る 蛋 白 質 の 二 種 類 の キ ャ リ ア 蛋 白 の 存 在 が 示 唆 さ れ た ｡
又 ､ ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン 取 り 込 み の 相 互 に よ る 阻 害 率 の
違 い は K皿 と VEI a X値 を よ く 反 映 し て い る と 思 わ れ る ｡
3) Inta ct c el l に お け る ポ リ ア ミ ン 膜 透 過 の 一 方 向 性
Tabo r と Tabo r は 一 旦 細 胞 内 に 蓄 積 さ れ た = C - ス ペ ル ミ ジ ン
や 1 AC - ス ペ ル ミ ン は 細 胞 外 の ノ ン ラ ベ ル の ス ペ ル ミ ジ ン や ス ペ
ル ミ ン と 交 換 せ ず ､ 1 4C- プ ト レ ス シ ン は 平 衡 状 態 に お い て わ ず
か に 細 胞 外 の プ ト レ ス シ ン と 交 換 す る と 報 告 し て い る 【3 4】が ､
こ の よ う な 交 換 性 の 欠 如 は ポ リ ア ミ ン 輸 送 の 最 大 の 特 徴 と 考 え
ら れ る の で ､ こ の ポ リ ア ミ ン 膜 透 過 の 一 方 向 性 に つ い て 辞 し く
検 討 し た (Fig . 1- 3) . 1 4C - プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み に 関 し て ､
ま ず 反 応 の 初 め か ら CCCP が 存 在 す る と プ ト レ ス シ ン は 取 り 込
ま れ な い が 6 ｡ 分 後 に C CC P単 独 ､ 又 は C C C P, 且2 31 87及 び 5
払H CaC12の 3 者 を 加 え て も ー 旦 取 り 込 ま れ た 1 月C - プ ト レ ス シ ン
は 全 く 排 出 さ れ な か っ た ｡ 又 ､ 1 0 分 後 に 大 過 剰 (5 0倍) の ノ ン
ラ ベ.ル の プ ト レ ス シ ン を 添 加 し て も
1 4C- プ ト レ ス シ ン の 排 出 は
認 め ら れ な か っ た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン の 膿 透 過 に 関 し
て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ ､ intact C el l の ポ リ ア ミ ン 輸 送 に 関
し て は ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン ば か り で な く プ ト レ ス シ ン も
外 か ら 内 へ の 一 方 向 性 で あ る こ と が 示 さ れ た ｡ - 旦 細 胞 内 に 入
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っ た ポ リ ア ミ ン は 核 酸 や リ ン 脂 質 と 速 や か に 結 合 す る の で は な
い か と 思 わ れ る ｡
以 上 inta ct c el l を 用 い て 調 べ た ポ リ ア ミ ン の 輸 送 機 璃 を 膜
小 胞 を 調 製 し て 検 討 し た ｡
逢) 王nta c七 c el l と 膜 小 胞 の 組 成
Tab le 1 - 2 に inta ct c el l と righ ト side - o ut 膜 小 飽 の 組 成
を 示 し た ｡ ポ リ ア ミ ン 欠 乏 の 大 腸 菌 細 胞 に お い て は プ ト レ ス シ
ン と ス ペ ル ミ ジ ン 含 量 は そ れ ぞ れ 0 . 3 5 及 び 0 . 9 1 n Ei Ol/劫g
pr oteinで あ り ､ こ の 値 は 野 生 株 の 大 腸 菌 B 株 の そ れ ぞ れ ほ ぼ
1鴛 と 8芳 で あ る o 細 胞 を 1 0 m題 Na2H 且sOA 存 在 下 30oC 2 0分
間 イ ン キ エ ペ - 卜 す る と A T P含 量 は 亀 . 7 2 か ら l . 2 4 n E) Ol/E[g
pT O七ein へ と 減 少 す る が こ の 減 少 の 程 度 は 8e rge r と 円eppel
【513に よ っ て 報 告 さ れ て い る よ り 小 さ か っ た ｡ inta ct c el l に
お け る D 封A と 馴柑 の 合 計 は リ ン 脂 質 の 釣 3 倍 で あ る が ､ 膜 J]＼
胞 娃 主 と し て 膜 の 主 成 分 で あ る リ ン 騰 貴 と 頚 自 費 か ら な っ て い
る o 膜 小 胞 に お い て は プ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミ ジ ン は ほ と ん ど
存 在 せ ず ､ 趣 く 小 量 の D好色, R 端点 及 び 且T P を 含 ん で い る ｡
5) 膿小 胞 に お
.
け る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の キ ネ テ ィ ツ ク ス と エ ネ
ル ギ ー 源
Right- side - o ut 膜 小 胞 に よ る プ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミ ジ ン の
取 り 込 み を Fig. ト 4 に 示 し た ｡ エ ネ ル ギ ー 源 と し て D- ユa ct-
ate を 加 え る と プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン と も 2 0 分 ま で は
ほ ぼ 直 線 的 に 取 り 込 ま れ ､ C C C P添 加 に よ っ て こ れ ら の 取 り 込 み
は 完 全 に 阻 害 さ れ た ｡ Ⅰnta ct c el l に 比 べ る と 蛋 白 当 り の 取 り
込 み 痛 性 は 低 下 し ､ 特 に ス ペ .ル ミ ジ ン 取 り 込 み 活 性 が 著 し く 低
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下 し た ｡ 膜 小 胞 に お い て は 核 酸 成 分 が 減 少 し た た め に 核 酸 と 親
和 性 の 高 い ス ペ ル ミ ジ ン の 取 り 込 み 活 性 が 特 に 低 下 し た の で は
な い か と 思 わ れ る ｡ こ れ ら ポ リ ア ミ ン の 膜 小 胞 に よ る 取 り 込 み
は C C CP 以 外 の プ ロ ト ノ フ ォ ア で あ る F C CP, S F 6 8 47
-
及 び te ト
T a Ch lo r 8 S alicyla ni lide に よ っ て も ほ ぼ 完 全 に 阻 害 さ れ た
(Tab le ト 3) ｡ 次 に 膜 か 胞 内 に あ ら か じ め カ リ ウ ム イ オ ン を 負
荷 し て お き ､ 甘alin o叩 Cin を 添 加 し た と き に 形 成 さ れ る 人 エ 的
な 電 駄 差 に よ っ て も ポ リ ア ミ ン は 取 り 込 ま れ た (Fig . ト5) ｡
以 上 の 膜 小 胞 を 用 い て 行 っ た 実 験 結 果 か ら も ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送
は プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ っ て な さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
Fig . 1- 5 の結 果 は ､ 電 位 差 が 駆 動 力 と し て 充 分 な だ け 形 成 さ れ
て い れ ぱ ポ リ ア ミ ン が プ ロ ト ン 駆 動 力 の 内 ､ 電 位 差 だ け で 取 り
込 ま れ る こ と を 示 し て い る ｡ D - La ctate を エ ネ ル ギ ー 源 と し て
用 い る 系 で は ､ 電 位 差 を 解 消 す る v al ino ElyCin 及 び pB gr a-
d ie nt を 解 消 す る nigericin に よ っ て ほ ぼ 完 全 に 阻 害 さ れ る
(Tab le ト 3) こ と か ら ポ リ ア ミ ン の 輸 送 に は プ ロ ト ン 駆 動 力 の
両 成 分 が 重 要 で あ る と 考 え ら れ る ｡ セ リ ン と プ ロ リ シ の 輸 送 に
関 し て も こ の 系 で 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た ｡
6) 膿小 胞 に お け る ポ リ ア ミ ン の 排 出
腰 小 胞 に お い て 一 旦 取 り 込 ま れ た ポ リ ア ミ ン が 排 出 き れ る か
ど う か 検 討 し た (
'
Fig . 1 卜6) o Figu r eは D- 1a ctate depende nt
の 取 り 込 み 活 性 を 示 す ｡ プ ト レ ス シ ン に 関 し て は 反 応 開 始 1 0
分 後 に C C C P単 独 ､ A 2 3 187プ ラ ス C C CP ､ 及 び 5 mH Ca 2 ＋ プ ラ
ス C C C Pを 津 如 し て も - 旦 取 り 込 ま れ た プ ト レ ス シ ン は 排 出 さ
れ な か っ た が ､ C C C P, A 23 1 8 7及 び Ca
2 ＋ を 同 時 に 添 加 す る と
- 20-
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T毒m e(m童n)
F ig ･ 1 - 5 ･ Uptake of polyam in e s by K
＋
- lo aded m embr an e
v e sicle s. ⑳ , [
1 4
c]pu七r escin e; 0 , [
1 4
c]spe r mi d in e; A ,
[
1 4
c]pu七re scin e a nd 4 0 uM C C CP; A , [
1 4
c]spe r mi d in e a nd
4 0 uM C CP; ロ , [
1 4
c]pu七r占s cin e a nd 5 mM N- e t hyl-
m aleim i de .
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プ ト レ ス シ ン は ゆ っ く り と 排 出 さ れ た ｡ ま た ､ 大 過 剰 の ノ ン ラ
ベ ル の プ ト レ ス シ ン 添 加 に よ り 1 dC - プ ト レ ス シ ン は 速 や か に 排
出 さ れ た . 又 ､ ト ル エ ン 添 加 で 完 全 に 1 4C づ
○
ト レ ス シ ン は 洗 い
出 さ れ た ｡ こ れ ら の 結一果 か ら(1)プ ト レ ス シ ン が 確 か に 小 胞 内 に
輸 送 さ れ た こ と (2) 取 り 込 ま れ た プ ト レ ス シ ン は リ ン 脂 黄 と 結
合 す る こ と (3) 結 合し た プ ト レ ス シ ン は Ca2 ＋ と カ ル シ ウ ム イ
オ ノ フ ォ ア で あ る A23 1 87及 び C C C P添 加 又 は 大 過 剰 の ノ ン ラ
ベ ル の プ ト レ ス シ ン 揺 加 で 排 出 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た ｡ ス ペ
ル ミ ジ ン の リ ン 脂 質 へ の 結 合 は プ ト レ ス シ ン よ り 強 い の で I dC-
プ ト レ ス シ ン が は と ん ど 排 出 さ れ た 条 件 で ､ 1 ^C - ス ペ ル ミ ジ ン
は 一 部 し か 排 出 さ れ な か っ た (-Fig . i- 6 B) . C C C P の代 わ り に
T C Sを 用 い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ ､ 膜 小 胞 に お い て は ポ リ ア ミ
ン 輸 送 が 両 方 向 性 で あ る こ と が 示 さ れ た ｡ 以 上 の 結 果 か ら
inta ct c el lに お け る ポ リ ア ミ ン 膜 透 過 の 一 方 向 性 は ポ リ ア ミ ン
の リ ン 脂 質 よ り も む し ろ 核 酸 へ の 結 合 に 起 因 す る こ と が 示 唆 さ
れ た,｡
1 0 0p g/ml のプ ト レ ス シ ン 存 在 下 培 養 し た ポ リ ア ミ ン を 含 む
舶 2 6 1 のint革Ct C el l に お い て も ､ C C C戸, 且2 3 1 8 7及 び 5 JBH
Ca2 十 の 添 加 や 大 過 剰 の ノ ン ラ ベ ル の プ ト レ ス シ ン 添 加 に よ っ て
も ー 旦 取 り 込 ま れ た 1 4C - プ ト レ ス シ ン は 排 出 さ れ な か っ た ｡ こ
の と き ､ プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み 速 度 は ポ リ ア ミ ン 欠 乏 細 胞 の
約 5 0完 に 低 下 し た ｡
7) 膿 小 胞 に お け る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み の そ の 他 の 性 質
村 - Ethylm alei】nide や p - ch lo r o 皿e r C u ribe n z oic a cid の漆 加
で 丙 ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み が 阻 害 さ れ る こ と か ら ポ リ ア ミ ン 輸
- 23-
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送 系 に は S H 基 が 関 与 し て い る こ と が 確 認 さ れ た (Fig. ト5 及
び Tab le ト 3) ら
ポ リ ア ミ ン 矯 が 一 価 の カ チ オ ン や 馳 2 ＋ イ オ ン に 取 っ て 代 わ
り う る こ と E5 2,5 3】は よ く 知 ら れ て い る が ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 に 及
をぎ す こ れ ら の カ チ オ ン の 影 響 を 調 べ た (でab le ト壕) と こ ろ ､ プ
ト レ ス シ ン の 取 り 込 み は 監Cl に よ っ て 阻 害 さ れ や す く ､ ス ペ ル
ミ ジ ン の 取 り 込 み は 拭g
'
: ' に よ り 阻 害 さ れ た ｡
基 質 特 異 性 に つ い て は プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み は ス ペ ル ミ ジ
ン や ス ペ ル ミ ン に よ っ て 阻 害 さ れ ず ､ プ ト レ ス シ ン は ス ペ ル ミ
ジ ン の 取 り 込 み を 阻 害 し な い こ と ､ 又 ､ ス ペ ル ミ ジ ン の 取 り 込
み は ス ペ ル ミ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と か ら ､ プ ト レ ス シ ン の
輸 送 系 と ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン 輸 送 系 の 二 つ の 存 在 が 膜
小 胞 に お い て も 確 認 さ れ た ｡ 又 ､ 膿 小 胞 に お い て は ポ リ ア ミ ン
取 り 込 み 速 度 は 低 下 す る が 監効 に 関 し て は プ ト レ ス シ ン が
1 . 4 3 Ⅹ 10
‾
t5
､ ス ペ ル ミ ジ ン が 1 . 0 Ⅹ 1 0
- 7 H で inta ct c el l
の 場 合 と 一 致 し た ｡
8) ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 変 異 株 の 分 離
以 上 の 結 果 を ふ ま え ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 変 異 株 の 分 敵 を 試 み
2 ､ 3 の 株 を 得 た (Tab l℡ ト 5) ｡ 親 株 と し て は H A 2 61 を 使 用
し た が ､ K 毘3 1 3は ス ペ ル ミ ジ ン 輸 送 系 は ほ ぼ 完 全 に 欠 損 し て い
る が プ ト レ ス シ ン 輸 送 系 は 残 っ て お り ､ ポ リ ア ミ ン に 関 す る 二
つ の 輸 送 系 の 存 在 が 確 認 さ れ た ｡ WH 1 5 9 6は 茨監3 1 3を 変 異 さ せ
た 株 で あ る が ス ペ ル ミ ジ ン と 共 に プ ト レ ス シ ン 輸 送 系 も か な り
変 異 を 起 こ し て い る ｡ 封B 2 81 2は 柁H 1 5 9 6を 更 に 変 異 さ せ た 裸
で あ る が ス ペ ル ミ ジ ン 輸 送 系 の 活 性 が 有 意 に 回 復 し て お り ､
- 25-
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r e v e rta ntで あ る か も し れ な い ｡ こ れ ら の 変 異 株 の 世 代 時 間 は ポ
リ ア ミ ン 取 り 込 み の 低 下 を よ く 反 映 し て い る と 思 わ れ る ｡
韓A26 1 か ら 一 回 の 変 異 原 処 理 に よ り プ ト レ ス シ ン 輸 送 変異 株 の
分 離 を 多 数 試 み た が ､ プ ト レ ス シ ン 輸 送 系 が 完 全 に 欠 損 し た 疎
は 得 ら れ な か っ た ｡
ユ ー 2 - 3 考 察
大 腸 菌 に お い て ポ リ ア ミ ン 輸 送 が エ ネ ル ギ ー 依 存 性 で あ る こ
と は 報 告 さ れ て い た 【3 唾】が ､ エ ネ ル ギ ー 供 与 体 に つ い て の 報 告
は な さ れ て い な か っ た ｡ 今 珂 ､ inta ct c ell 及 び ､ 腰 小 胞 に お
い て ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み は 種 々 の プ ロ ト ノ フ ォ ア に よ り 阻 害
き れ る こ と ､ D - 1a ctate を エ ネ ル ギ ー 源 と し た と き ､ 膿 小 胞 に
よ る ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み が 起 こ る こ と ､ 又 ､ K＋ - 負 荷 腰 小 胞 に
v alin o znycin を 添 加 し た と き に 形 成 さ れ る 人 工 的 な 膜 電 位 に よ
つ て も ポ リ ア ミ ン が 取 り 込 ま れ る こ と か ら ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 は
プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ っ て な さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
細 胞 内 の フ リ - ポ リ ア ミ ン の 濃 度 が 非 常 に 低 い た め に ､ ど ん な
駆 動 力 も 必 要 な し に ､ 高 い 親 和 性 を 持 っ tr a n spo rt c a r rie r に
よ っ て ポ リ ア ミ ン が 取 り 込 ま れ る と い う 可 能 性 が 考 え ら れ る が ､
今 回 の デ ー タ 一 声､ ら ぞ の 可 能 性 は は と ん ど な い と 思 わ れ る ｡
Inta ct c el lに お い て は ポ T) ア ミ ン の 輸 送 は 一 見､ 一 方 向 性 で
為 る ｡ こ れ は ポ リ ア ミ ン は リ ン 脂 質 よ り 核 酸 に 強 く 結 合 し【17コ､
又 ､ 腰 小 胞 に は ポ リ ア ミ ン を 結 合 す る の に 充 分 な 核 酸 は 含 ま れ
て い な い (Tab le ト 2 ) こ と ､ 更 に 腰 小 胞 に 取 り 込 ま れ た て dC- プ
- 28-
ト レ ス シ ン や
1 4C - ス ペ ル ミ ジ ン は C C C P, A2 318 7 及 び Ca2
＋ 又
は ､ 大 過 剰 の ノ ン ラ ベ ル の ポ リ ア ミ ン 添 加 に よ っ て 排 出 さ れ る
こ と か ら ､ こ の inta ct c el l8
1
こ お け る ポ リ ア ミ ン 輸 送 の 一 方 向
性 は ポ リ ア ミ ン の リ‾ン 脂 質 よ り は ､ む し ろ 核 酸 へ の 結 合 に 起 因
す る と 結 論 さ れ た . こ の inta ct c el l に お け る 一 方 向 惟 が 細 胞
内 の フ リ ー ポ リ ア ミ ン 濃 度 が 極 端 に 低 い た め で あ っ て ､ ポ リ ア
ミ ン 輸 送 系 そ の も の の - 方 向 性 に よ る も の で な い こ と は 明 ら か
で あ る ｡ 腰 )j､ 胞 に お け る ポ リ ア ミ ン ( 特に ス ウ ル ミ ジ ン ) 取 り
込 み 速 度 の 著 し い 低 下 は ､ 膿 小 胞 に お い て は ポ T) ア ミ ン ( 特に
ス ペ ル ミ ジ ン ) と親 和 性 の 高 い 核 酸 が わ ず か し か 含 ま れ て い な
い こ と と 密 接 に 関 連 し て い る と 思 わ れ る ｡
プ ト レ ス シ ン 輸 送 の 一 方 向 性 は 1 0 0p g/E)1 プ ト レ ス シ ン 存
在 下 培 養 し た 細 胞 に 患 い て も 認 め ら れ ､ こ の 結 果 は Tabo T と
Tabo r の 報 告 【3 4】と 矛 盾 す る ｡ 1 0 0p g/E)1 のプ ト レ ス シ ン 存 在
下 培 養 し た 細 胞 は 1 E)g 蛋 白 当 り 約 70 n 7nOl のプ ト レ ス シ ン と
8 e On m 81 の R 封A pho spho r u s
r
を 含 ん で お り ､ プ ト レ ス シ ン が 結
合 す る の に 充 分 な 定紺A が あ る の で ､ 筆 者 の デ ー タ - は 理 に か な
つ て い る と 思 わ れ る ｡ 今 回 の 実 験 条 件 で は ､ 細 胞 表 面 及 び フ ィ
ル タ ー 上 に 吸 着 す る プ ト レ ス シ ン は 加 え た プ ト レ ス シ ン の 0 . 1
笠 以 下 で あ り ､ 以 前 の 報 告【3 亀】よ り か な り 少 な く な っ て お り ､
実 験 の 精 度 が 上 昇 し た た め ー 一 見､ 矛 盾 が 生 じ た の で は な い か
と 思 わ れ る ｡
葦考 の デ ー ダ - は 綿 飴 内 に 取 り 込 ま れ た ポ 7j ア ミ ン は 直 ち に
核 酸 と 結 合 す る こ と を 示 し て い る が ､ そ れ 故 ､ 沸 重 し た 旺JD 値
は 輸 送 系 に 対 す る af finity cbn sta nt で は な く ポ リ ア ミ ン と 核
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酸 と の bind ing c o n sta nt で は な い か と 反 駁 さ れ る 可 能 性 が あ
る が ､ 細 胞 内 の イ オ ン 条 件 に お け る rR N 且と ポ リ ア ミ ン と の
binding c o n sta ntは 以 前 の 報 告 【1 7]に よ る と 1 Ⅹ 10
- 3! か ら
5 Ⅹ 10
- A H であ る の で こ の 可 能 性 は 否 定 さ れ う る ｡
､
更 に ポ リ ア
ミ ン と 核 酸 の b inding c o n sta nt は ス ペ ル ミ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､
プ ト レ ス シ ン の 順 で あ る が ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 の Km 値 は ス ペ ル
ミ ン ､ プ ト レ ス シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン の 順 で あ り こ の こ と か ら も
上 記 の 可 能 牲 は 否 定 さ れ た ｡
大 腸 菌 を 億 瑛 の 培 地 で 培 養 す る と ､ 高 張 の 培 地 で 培 養 し た と
き よ り 数 倍 遠 い 速 度 で プ ト レ ス シ ン が 取 り 込 ま れ る と 報 告 さ れ
て い る 【3 8】が ､ こ れ は 大 腸 菌 の 外 界 の 浸 透 圧 変 化 に 対 す る 適 応
現 象 の ひ と つ で あ る と 考 え ら れ る ｡ 筆 者 も ポ リ ア ミ ン の 取 り 込
み が 一 価 の カ チ オ ン や Hg2 ＋ に よ っ て 影 響 を 受 け る こ と を 見 い だ
し た が ､ 班g 2
＋ イ オ ン が ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン の 取 り 込 み を
阻 害 す る が プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み を 阻 害 せ ず､ 一 価 の カ チ オ
ン が 程 度 の 差 は あ る が ､ 全 て の ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み を 阻 害 す
る こ と は 興 味 深 い ｡ こ の 結 果 は 細 胞 内 の 約 2 ･ イ オ
'
ン は ポ リ ア ミ
ン で 置 き 換 え ら れ る こ と.､ 及 び ､ Hg2
＋
イ オ ン に 置 き 変 わ る 際 ス
ペ ル ミ ジ ン や ス ペ ル ミ ン は プ ト レ ス シ ン よ り 低 濃 度 で よ い こ と
か ら 理 に か な っ て い る よ う に 思 わ れ る ｡
ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン 輸 送 系 の み を 欠 損 し て い る 変 異 株
が HA 2 6 1を 変 異 原 処 理 す る こ と に よ り 得 ら れ た が ､ こ の こ と か
ら も プ ト レ ス シ ン 輸 送 系 と ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン 輸 送 系 の
二 つ の 存 在 が 確 認 さ れ た ｡ H Å2 6 1を 変 異 原 で 一 回 処 理 し た と こ
ろ か ら の プ ト レ ス シ ン 輸 送 変 異 株 の 分 軌 は 多 数 試 み た の に も 開
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わ ら ず 成 功 し て い な い ｡ 原 因 は 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る が ､ 今
後 得 ら れ た 変 異 株 を も と に し て ､ ポ リ ア ミ ン 輸 送 系 遺 伝 子 の ク
ロ ー ニ ン グ や ､ 遺 伝 子 地 図 上 の 座 位 の 決 定 を 行 え ば ､ ポ リ ア ミ
ン 輸 送 系 の 性 質 や キ
■
ヤ リ ア 一 束 白 の 本 体 が 更 に 明 ら か に な る と
思 わ れ る ｡
1 - 2 - 4 要 約
ポ リ ア ミ ン の 輸 送 系 に つ い て ､ 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 珠 の
inta ct C el l と 膿 小 胞 を 用 い て 研 究 し た ｡ Inta ct c el l と 膿 小
胞 に よ る ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み は 種 々 の プ ロ ト ノ フ ォ ア に よ っ て
阻 害 さ れ ､ ポ リ ア ミ ン は D- 1a ctate を エ ネ ル ギ ー 源 と し て 加 え
た 膿 小 胞 に お い て も ､ ま た ､ Kヰ - 負 荷 腰 小 胞 に v alin 8 E[yCin を
加 え ､ 人 工 的 な 電 位 差 を 誘 起 させ た と き に も ､ 膿 小 胞 に 取 り 込
ま れ た ｡ こ れ ら の 結 果 は 取 り 込 み が プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ っ て な
さ れ る こ と を 示 し て い る ｡ 一 旦 取 り 込 ま れ た 1 ^C - プ ト レ ス シ ン
や I AC - ス ペ ル ミ ジ ン は inta ct c el l で は C C C P, A 2 3 1 87及 び
Ca2 ' の 添 加 ､ ま た は 大 過 剰 の ノ ン ラ ベ ル ポ リ ア ミ ン の 添 加 に よ
っ て も 排 出 さ れ な か
′
っ た が ､ 膿 小 胞 に お い て は ス ペ ル ミ ジ ン の
排 出 は プ ト レ ス シ ン の 排 出 よ り 少 な い も の の こ れ ら の 添 加 に よ
り 一 旦 取 り 込 ま れ た ポ リ ア ミ ン が 排 出 さ れ た ｡ こ れ ら の 結 果 は
inta ct c e1 1 に お け る ポ リ ア ミ ン 膿 透 過 の 見 か け の 一 方 向 性 は
ポ リ ア ミ ン が 核 酸 と 速 や か に 結 合 し ､ 細 胞 内 に フ リ ー ポ リ ア ミ
ン が ほ と ん ど 存 在 し な い た め に 起 こ る こ と を 示 唆 し て い る ｡ ポ
リ ア ミ ン の 取 り 込 み ､ 特 に プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み は 一 億 の カ
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チ オ ン に よ り 阻 害 さ れ.た . 誠g
2 ＋ イ オ ン は ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル
ミ ン の 取 り 込 み を 阻 害 し た が ､ プ ト レ ス シ ン の 取 り 込 み を 阻 害
し な か っ た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン 輸 送 系 の み を 欠損 し て
い る 変 異 株 (監監3 13) が 得 ら れ プ ト レ ス シ ン 輸 送 系
1
t スペ ル ミ ジ
ン ､ ス ペ ル ミ ン 輸 送 系 の 二 つ の 存 在 が 確 認 き れ た ｡ そ の 他 二 つ
の ポ リ ア ミ ン 輸 送 変 異 株 が 分 離 さ れ た ｡
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第 3 節 ポ リ ア ミ ン 欠 乏 大 腸 菌 に お け る 代 替 ポ リ ア ミ ン 合 成
ポ リ ア ミ ン 盤 台 成 酵 素 を 欠 損 し て い る 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求
株 は ､ 培 地 に ポ リ ア
◆
ミ ン が 存 在 し な い と 増 殖 速 度 が 遅 く な る こ
と が 知 ら れ て い る 【4 2,54- 56】が ､ 種 々 の ポ リ ア ミ ン 要 深 林 の ポ
リ ア ミ ン 欠 乏 時 の 世 代 時 間 に は 菌 殊 に よ り か な り 遠 い が 認 め ら
れ る o こ の 原 因 の 一 つ と し て 代 替 ポ リ ア ミ ン の 存 在 が 考 え ら れ
て い る ｡ つ ま り ､ ポ リ ア ミ ン 欠 乏 下 で の 増 殖 が 比 較 的 速 い ポ リ
ア ミ ン 要 深 殊 に お い て は 代 替 ポ リ ア ミ ン が 生 合 成 さ れ て い る で
あ ろ う と い う 考 え で あ る . 事 実 ､ D io n と Cohe n 【5 73は ､ ア グ
マ テ ン ウ レ オ ヒ ド ロ ラ - ヤ を 欠 損 し て い る ポ T] ア ミ ン 要 求 裸
H A ユ5 9に お い て ポ リ ア ミ ン 欠 乏 時 ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン
が 合 成 き れ る こ と を 報 告 し ､ ま た ､ 3o T S七ad ら 【5 8】は 蛍 白 合 成
や 定N 且 合 成 で の 鎖 の 延 長 段 階 に 溶 け る ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン の 効 果 に つ い て 検 討 し て い る ｡ 以 上 の 事 実 を ふ ま え ､ 聾 者 は
種 々 の 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求顔 に 存 在 す る ポ リ ア ミ ン 頼 の 種 類
と 含 量 を 分 析 し ､ ポ リ ア ミ ン 盤 台 成 に 関 与 す る 酵 素 の 緒 性 を 瀕
定 す る こ と に よ っ て ､ 代 替 ポ リ ア ミ ン で あ る ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ
ダ ベ リ ン の 生 合 成 機 構 に つ い て 検 討 し た【5 9】｡
1 - 3 - 1 実 験 材 料 と 方 法
i) 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 深 株 の 種 簸 と 培 養 条 件
使 用 し た 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 株 を Tab le ト 6 に 示 す ｡ 大 腸
菌 好色13 5(speB a rgE h is pr o 宅rp 七bi) と H & 2 6 1(spe怒
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spec s e rÅ thr lo u th i) は Dr ･ W･ K ･ Ha a s よ り 供 与 さ れ た ｡
D 民1 12 (speÅ speB thi) と E W E 3 19(s?eA speBL Spec speD
thr pr o thi) は そ れ ぞ れ Dr . D. R . Ho r ris と Dr . C. W. Tabo r
よ り 供 与 さ れ た ｡ H A 1 3 5 の培 養 に は ､ 1 1 申 1 O OI)g の pr o-
1 in e, hist idin e, try ptopha n 及 び 1 g の a rginin e を 含 む
瀧ediu m A (4 g glu cose, 7 g K2H PO4 , 3 g K Bt2PO4 , 0. 5 g
sodiu m Citr ate , 1 g (NH4)2S OA , 1 0 0mg HgS O4 ･ 7 H20, 2 E)g
thia 認in e/1) を 用 い ､ 由Å2 6 1 の培 養 に は ､ 1 i
.
申 10 臥g の
b iot in と 10 0Elg の 1e u cin e, t hr e o nin e, E[ et hio nin e,
se rin e, glycin e 及 び o r ni th in e を 含 む n e丘iu E)Å を 用 い た ｡
D 記1 1 2 とE 宵H 3 1 9の 培 養 に は 皿ediuE) B(4 g gluco s e, 6 g
Wa2H P O& , 3 g R H2POA , 0. 5 g NaCl, 1 g ”:Ac ュ, 2 50皿g 斑gSO4
I 7H20, 1 3 ng CaC 12 ･ 2日20, 2 7ng thia E)in e, 1 00 E[g t hre o-
nin e, 1 00n)ど pr olin e, 10 0皿g S erin e 及 び 1 g a rginin e) 杏
用 い た ｡
菌 の 培 養 は 以 下 の よ う に 待 っ た ｡ ま ず､ ス ラ ン ト よ り 栄 養 培
地 に 1 白 金 耳 移 し ､ 3 7oC 2 壕時 間 ､ 静 置 培 養 し た 後 ､ ポ リ ア ミ
ン を 欠 乏 さ せ る た め に 上 記 培 地 中 に 一 部 を 移 し ､ 3 7oC 2 壕時 間､
1 0 か ら 1 3 世 代 培 養 し た ｡ 次 に こ う し て 出 来 た ポ リ ア ミ ン 欠 乏
細 胞 を プ ト レ ス シ ン を 1 00JL g/E[1 含 む 培 地 又 は 含 ま な い 培 地
に 移 し ､ A5 = = 0 . 5 (109 c el ls/nl) ま で 培 養 し た 後 ､ 15,0 0 0
Ⅹ g , 15 分 間 遠 心 し て 集 蘭 し ､ 菌 体 を buf fe r I (10 nH Tris -
HC l, pH 7. 5 , 1 0 州 Ⅶ agn esium a cetate , 6 0 州 NE4Cl, 6 mH
2 - zD e r C aptO etha n ol) で 洗 い 遠 心 し て 集 め 使 用 時 ま で - 8 0
o
C に保
存 し た ｡
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2) ポ リ ア ミ ン 含 量 測 定
大 腸 菌 内 の ポ リ ア ミ ン 含 量 は Yo shida と Na汰ajizn aの 方 法
【6 O】を 少 し 変 え ､ 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 測 定 し た ｡ 菌
体 の ポ リ ア ミ ン を 0 . 2 N T C 且(1 巧1 /l o ong 甘et C
.
el ユ)で 抽 出 し
た 後 ､ 亀oC で 2 7,0 0 0Ⅹ g , 1 5分 間 遠 心 し ､ 上 清 10p l をToyo
soda 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に ア プ ラ イ し た ｡ カ ラ ム は陽
イ オ ン 交 換 樹 脂 T S Kgel I E X 2 15(4 Ⅹ 8 0E)a)) を 用い 5 0
o
C に
て 0. 35 E1 /払in の 涜 遠 で 0 . 3 5 Hs 8diu EICitr ate buffe r, pH
5 . 3 5, 2 媒 材aC l, 20完 Eiethan ol を 含 む 溶 駐 液 で 分 鍵 し た ｡
.
分 離
さ れ た ポ リ ア ミ ン の 定 量 は カ ラ ム か ら 出 て き た 溶 出 液 に O P Å溶
液 (0 . 0悶 o - phtbalal dehyde , O .4 H bo ric buf fe r, p日 10.4 ,
0 . 1芳 Brij - 35, 3 7 n難 2 - E3 e r C aptO etha n ol) を 0 ｡ 8 Ⅲ1/並in の 涜
逮 で 混 和 し 5 0
o
C で 反 応 さ せ ､ 励 起 波 長 3 8 8rl EI､ 蛍 光 波 長
4 1 0n n の 蛍 光 強 度 を 滞 定 す る こ と に よ っ て 待 っ た ｡ こ の 条 件 下
で の r ete nt io n t izn 昏 は プ ト レ ス シ ン が 9 分､ カ ダ ペ リ ン が
13 分 ､ ス ペ ル ミ ジ ン が 15 分 ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が
2 2 分､ ス ペ ル ミ ン が 2 7 分 で あ っ た ｡ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン は Dr . D . 良. Ho r ris よ り 供 与 さ れ た ｡ 更 に 詳 細 な ポ リ ア ミ
ン 分 析 は 4 . 6 Ⅹ 8 0zn nの 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 (監yo w aSe息mi ts u
62 2 1 0 FR) を 用 い ､ 3 礎 親 の citr ate buf fe r【6 1】 を 使 用 し て 行
つ た ｡ さ ら に ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は Kie selguhr G 薄 層
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ レ ー ト 上 で ダ ン シ ル ア ミ ノ ブ ロ ビ ル カ ダ
ベ リ ン と し て 同 定 し た【62】｡
3) オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 ､ リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 及 び S - ア デ ノ シ ル
メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 清 性 珊 定
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オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 油 性 謝 定 は Ap pユeb盈u nら の 方 法 【且9】
を 少 し 変 え て 待 っ た ｡ 0 ･ 3 詔1 申 に 且8 0 m基 Trまcin e
- 毘O H
, pH
8. 5 , O. O 名 題雑 p yrido x al pho sphate , 1 ｡ 6 7 劫H d i 紬 iQthr eito1
7 . 5 mH レ 【且 - 1 ^C】o T nithin e (0 . 0 5p C i) 及 び 酵 素 を 含 む 反 応 液
を 37
8C 15 分 間 イ ン 卑 ユ ベ - 卜 し ､ 0 ｡ 1 旬1 の 5 0富 T CA を 加 え
て 反 応 を 停 止 し ､ 放 出 さ れ る
1 dC 82 を 1 Ⅹ 2 ･ 5 c詔 の 好ha七n) a n
3 靖讃C hT 波 枕 に し み こ ま せ た 2 0メi l の Solu e n e3 5 0(Pa cka rd)
に ト ラ ッ プ し 放 射 能 を療体 シ ン テ レ - シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 沸 宜
し た . 1 ユ ニ ッ ト の オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 1 分 間 に 1p 瀞01
の C O2 を 遊 赦 さ せ る 酵 素 豊 と し た .
リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 油 性 測 定 は 上 記 の 反 応 液 中 の ト 【卜 = C卜
o rni thin e を 0 . 5 E,H i- [U - 1 4C】1ysine (0. 2 5 ji Ci) に 変 え ､
37oC､ 6 0 分 間 イ ン 孝 之 ベ - 卜 す る こ と に よ っ て 待 っ た ｡
s- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 滴 性 鴻 定 は 舶 rkha 胡 ら
の 方 法【6 3】81= 従 っ て 待 っ た ｡ O . 2 EIl 中 に 5 0 溺封 3- (好一 E) O rpho -
1in o)pr opa n B S ul fo nic a cid(讃O P Sト 民O E, pH 7｡ 5 , 5 0 皿H R C l,
1 0 mH 班gC 12 , O . 1 3IH E DT 且, 0 . 0 4 nH 【c a rbo xyl -
1 dC3S- ade n o-
syl討ethio nin 亀 (0 . 0 1 5p Ci) 及 び 酵 素を 含 む 反 応 液 を 2 5
oC
､
‖) 分 間 イ ン キ ュ ベ - ト 後 ､ 0 . 2 ml の 1 放 毘H2POd を 加 え て 反
応 を 停 止 し ､ 生 じ た = CO2 を 上 記 と 同 様 に 謝 意 し た ｡ S- ア デ ノ
シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 ユ ニ ッ ト は 上 記 反 応 条 件 下 1 分
間 に 1 Ji m Ol の C O2 を 遊 赦 さ せ る 酵 素 豊 と し た ｡
4) オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 と リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 分 駄
犬 腸 菌 D R l 1 2と 讃Å2 6 1を プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 培 養 し ､
哲ata n ab¢ ら の 方 法 【6 唾】で 1 0 0,00 0Ⅹ g 上 清 を 調 製 し た 後 ､ 直
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ち に 2 0 0El封 pota s siu,J) phosphate buf fe r, pH 6. 3, 15 nH 2-
zD e r C aptO et ha n ol,
･5 n封 HgS O4 及 び 0 . 0 4znH p yrido x al phos -
phate を 含 む buffe r に 対 し て 透 析 し た ｡ 1 00,0 0 0Ⅹ g 上 浦 中
の p yrido x al pho sphate 濃 度 を0 .4 4 皿故 に 上 げ ､
l
且p pleba u mら
の 方 法 【19】に 従 っ て 6 2oC､ 1 0分 間 の 熱 処 理 を 待 っ た ｡ 沈 澱 を遠
心 し て 除 き ､ 上 清 を buffer(50 州 s od iu n s u c cin ate
'
buffe r,
pH 5. 9, 0 . 04 mH p yri do x al pho sphate , 15 EI鮮 2 一 皿e r C aPt い
et
▲
ha n ol)に 対 し て 透 析 し ､ 蛋 白 10 0粥 を 同 buf fB r で 平 衡 化
し た D E 且E- S 叩 hade x 且 - 25 カ ラ ム (3 Ⅹ 1 2cE) に ア プ ラ イ し た.
カ ラ ム を 同 buf fer で 洗 っ た 後 ､ ト ー タ ル 4 0 0nl の 50- 2 00
n光 s u c cin ate , l in e a rgr a丘ie nt で 溶 出 し た ｡ 更 に 残 り の 蛋 白
質 は 25 0 nl の 5 0 0皿H s u c cin ate で 溶 出 し た ｡
5) オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 精 製
オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 は プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 培 養 し た 大 腸
菌D 玉1 12よ り 精 製 し た ｡ 精 製 は 如 pleba u 皿 ら の 方 法【19] に従 っ
て 待 っ た が ､ Step 2 の スト
■
レ プ ト マ イ シ ン 処 理 上 清 の 代 わ り に
l e o
,
00 0Ⅹ g 上 汚 を 伺 い ､ ま た ､ Sephade x G2 0 0カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー は 省 略 し た ｡ 精 製 酵 素 は S D S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 上 で 80富 pu r e で あ っ た ｡
6) 蛋 白 合 成 の 謝 定
懲S 2 R N且依 存 の R 村Å r epl ic a s e合 成 及 び poly(”) 依存ポ リ
プ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成 は ､ そ れ ぞ れ Wata n abe ら の 方 法 【64】及
び Iga r a sh i ら の 方 法【6 5] に従 っ て 測 定 し た ｡
7) そ の 他 の 方 法 及 び 試 薬
封S2 Ⅰ川A は フ ァ ー ジ H S 2よ り Gie r e rと Schr a n J)の 方 法
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【6 6】で 調 製 し た ｡ 【
3 5S】He七b io nin e (1,0 15E)Ci/a mol), 【1 ^C卜
phe nylala nin e (5 1 3皿Ci/ m ol) , 【
1 4C】1ysin 母 (4 5 9mCi/EI 加01)
【ト = C】o r ni th in e (4 9. 1 nCi/m m ol) 及 び 【c a rbo xyト = C】S-
ade n o sylE) ethio nin e (5 9. 8 mCi/ELE) 01)は 甜ew Engla nd Nu cle a r
co rp. よ り 購 入 し た ｡ 封o n of lu o r o n)ethylputr e s cine は Her r el l
Do g Pha m a c e ut ic als , In c. よ り 供 与 さ れ た ｡
1 - 3 - 2 結 果
1) 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 殊 に お け
.
る 増 殖 速 度 と ポ リ ア ミ ン 含 量
Tab le ト 6 に 示 し た ポ リ ア ミ ン 要 深 林 及 び B 株 の 世 代 時 間 と
ポ リ ア ミ ン 含 量 を Tab le ト 7 に 示 す ｡ い ず れ の ポ リ ア ミ ン 要 求
疎 も 培 地 に 1 0 0p g /皿1 の プ ト レ ス シ ン を 添 加 す る と 増 殖 が 速
く な る が ､ プ ト レ ス シ ン が 存 在 し な い と き の 世 代 時 間 は 各 要 深
林 間 で か な り の 差 が 認 め ら れ た ｡ こ の 世 代 時 間 の 相 違 が 各 要 求
珠 の ポ リ ア ミ ン 類 の 含 量 の 相 違 に 起 因 す る か ど う か 調 べ る た め
に こ れ ら の 菌 の ポ リ ア ミ ン 含 量 を 測 定 し た ｡ プ ト レ ス シ ン 非 存
在 下 ､ H Å1 3 5と DR l 1 2に お い て は 全 体 的 に ポ リ ア ミ ン 含 量 が 高
く ､ 代 替 ポ リ ア ミ ン で あ る ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が 認 め ら
れ る が ､ E W 日3 1 9に お い て は ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は 全 く 認
め ら れ ず ､ H 且2 6 1で は ご く 少 量 が 存 在 し た ｡ ス ペ ル ミ ジ ン と ア
ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 合 計 量 が こ れ ら の 要 求 珠 の 世 代 時 間
と よ く 相 関 し て い る こ と か ら ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が 細
胞 増 殖 に お い て ス ペ ル ミ ジ ン と 同 様 の 効 果 を 持 つ 可 能 性 が 考 え
ら れ る ｡ 又 ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵
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寮 を 持 つ 薗 で 優 先 的 に
･合 成 き れ て い る ｡ 次 に ､ 細 胞 増 殖 に 削 ナ
る プ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミ ジ ン や ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の
効 果 を 比 較 し て み た ｡ プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 の 舶 且35 の皆 代 時
間 と プ ト レ ス シ ン 存 在 下 の 舶 2 6 1 の倣 代 時 間 が ほ85
t
等 し い の で ､
こ れ ら の 薗 の ポ リ ア ミ ン 含 量 を 比 べ る と プ ト レ ス シ ン は 粥A2 6 1
の 方 が 舶 1 3 5よ り 1 g c e且1 当 り 5 ,7 0 0n n ol 多 く ､ ス ペ ル ミ
ジ ン と ア ミ ノ プ ロ ピ ル か ダ ベ リ ン の 合 計 量 は 舶 13 5 の方 が
誕且26 1よ り 且5 0 n m 81 多 い ｡ こ の 結 果 は ポ リ ア ミ ン が 細 胞 増 殖
に お い て 1i訊iting fa cto r な ら ば 理 論 的 に は 1 詞01 の スペ ル
ミ ジ ン (
`
又 は ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ペ リ ン ) が 3 8 n 81 のプ ト レ
ス シ ン に 相 当 す る こ と 示 し て い る ｡ 同 様 に プ ト レ ス シ ン 存 在 下
の H A 26 1と E 闇H 3 1 9を 比 較 す る と 1 m ol の ス ペ ル ミ ジ ン が ほ
ぼ 14詔01 のプ ト レ ス シ ン と 相 当 す る こ と に な る ｡
2) ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 息n vi tr o 蛋 白 合 成 及 び 細 胞 増
穂 に 及 ぼ す 効 果
ポ リ ア ミ ン は 高 分 子 盤 台 成 の 中 で 特 に 黄 白 合 成 に 影 響 を 与 え
る と 言 わ れ て い る 【6 ト 6 9】が 細 胞 増 殖 に お い て ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ
ダ ベ リ ン が ス ペ ル ミ ジ ン と 同 等 の 効 果 を 持 つ こ と が 示 唆 さ れ た
の で ､ 次 に ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 蚤 白 合 成 に 尊 え る 効 果
を 調 べ た o Poly(U) 依 存の ポ T] フ ユ ニ ル ア ラ ニ ン 合 成 は 2 m競
ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン 添 加 で 2｡ 8 倍 ､ 3 想H 添 加 で 2 . 6
倍 促 進 さ れ ､ H S 2R封点 依 存 賀S2 記封且r epl ic a s e合 成 は 1 E)H 添
加 で 5 . 9 倍 ､ 1 . 5 皿H 淳 加 で 5 ｡ 3 倍 促 進 さ れ た o 又 ､ こ れ ら の
促 進 率 は ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 促 進 率 と ぼ と ん ど 同 等 で あ っ た
(Tab le 且∵ 8) ｡ 以 上 の こ と か ら 黄 白 合 成 に お 狩 る ア ミ ノ プ ロ ピ
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c6 o
EJ Ch
ル カ ダ ベ リ ン の 効 果 は ス ペ ル ミ ジ ン と 同 程 度 で あ る こ と が 示 唆
さ れ た ｡
次 に 培 地 に ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン を 添 加 し て ､ 増 殖 に 及
ぼ す 効 果 を 調 べ た (Ta
-
b le ト 9) ｡ H A 2 6 1を い ろ い ろ な ポ リ ア ミ
ン 存 在 下 で 培 養 し た と こ ろ プ ト レ ス シ ン が 最 も 増 殖 速 度 が 速 く
な り ､ カ ダ ベ リ ン 添 加 に よ っ て も 速 度 の 上 昇 が 認 め ら れ た ｡ ス
ペ ル ミ ジ ン 添 加 と ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン 添 加 で は ほ ぼ 世 代
時 間 が 等 し く な り ､ 細 胞 増 殖 に お い て も ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ
リ ン が ス ペ ル ミ ジ ン と 同 等 の 効 果 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た o
3) ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 由 来
プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 培 養 し た 舶 26 1 に お い て は ､ わ ず か し
か ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が 合 成 さ れ な い (Table 1- 7) ｡
封Å2 6 1 の S- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 清 性 は 舶 1 35や
D R l 1 2と ほ と ん ど 同 じ で あ る の で (Tab le ト1 0) ､ 舶 26 1に お
い て ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が 合 成 さ れ な い の は こ の 酵 素 の
遠 い に よ る も の で は な い ｡ 舶 1 3 5
●
と DR l 1 2の グ ル - プ と 舶 2 6 1
と EWH 3 19の グ ル - プ の 明 確 な 違 い は ､ . 前 者 の グ ル ー プ が 油 性
な オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 持 っ て い る と い う こ と で あ る ｡ そ こ
で 次 に オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 が リ ジ ン を 脱 炭 酸 す る か ど う か 検
討 し た ｡ H A 1 3 5や D R l12 は 培 地 に プ ト レ ス シ ン を 津 加 す る と リ
ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 活 性 は 低 下 す る が ､ H A 2 6 1や EWH319 に お い て
は リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 低 下 し な か っ た (Tab le ト 10) ｡ こ の 結
果 か ら H Å1 3 5や D R l 1 2に お い て は ニ 種 類 の リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素
の 存 在 が 示 唆 さ れ た ｡ 一 つ は 通 常 の リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 で あ り ､
も う 一 つ は 培 地 ヘ の プ ト レ ス シ ン 津 加 に よ っ て 生 合 成 が 阻 害 さ
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れ る オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 で 為 る ｡ そ こ で ､ プ ト レ ス シ ン 非存
在 下 培 養 し た D 民1 12 と 舶 2 6 1 の抽 出 液 よ り オ ル ニ テ ン 脱 炭酸
酵 素 と リ ジ ン 脱 炭 酸 酔夢 を D E A E- Sephade x 且- 2 5 カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 分 離 し た と こ ろ ､ D 民1 1 2 の細 胞 抽 出 液 に
は 二 つ の リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 ( リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 及 び 2 ) が 認
め ら れ た が ､ H A 2 6 1 の細 胞 抽 出 液 か ら は 一 つ の リ ジ ン 脱 炭 酸酵
素 ( リ ジン 脱 炭 酸 酵 素 2 ) し か 認 め ら れ な か っ た (F ig ｡ ト7)｡
又 ､ D E 且12 のリ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 は オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 と 同
位 置 に 溶 出 さ れ た ｡ D民1 12の か わ り に 拭A 13 5を ､ 舶 26 1 a)
.
か わ
り に E ∀: 319 を 用 い て も 同 様 の ク ロ マ ト パ タ - ン が 得 ら れ ､ こ
れ ら の 結 果 か ら オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 好 素 が リ ジ ン を 脱 炭 酸 す る こ
と が 示 唆 さ れ た ｡ リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 は オ ル ニ チ ン ､ プ ト レ ス
ソ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン 及 び オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 阻 害 剤【2 1】の モ
ノ フ ル オ ロ メ テ ル プ ト レ ス シ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る が ､ リ ジ ン
脱 炭 酸 酵 素 2 は こ れ ら の 物 質 に よ っ て 阻 害 さ れ ず か え っ て ス ペ
ル ミ ジ ン 添 加 で は 活 性 が 上 昇 し た (F ig . 1- 8) ｡ 対 照 的 に リ ジ
ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 剤 で あ る 6 - ア ミ ノ カ ブ ロ ン 酸 【7 0】に よ っ て
は リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 2 の み が 阻 害 さ れ た (F ig . ト8 B) ｡
次 に DE 点E- Sephade x A- 2 5 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分離
し た 二 つ の 酵 素 の REl と 伽 a x を L in e w e a v e r- Bu r巨 plot か ら
求 め た o ま ず リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 及 び 2 の リ ジ ン に 対 す る Rn
は そ れ ぞ れ ､ 8 ｡ 1 5 及 び 6 . 6 7 znH で あ り ､ オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸酵
素 の オ ル ニ チ ン に 対 す る Kn は ､ 2. 18 E[H で あ っ た ｡ Vm a x に関
し て は ､ リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 及 び 2 の リ ジ ン 脱 炭 酸 反 応 の 紬 a x
は ､ そ れ ぞ れ 2 . 6 3 Ⅹ 10
‾ 2 及 び 5 . 8 1 Ⅹ 10‾ 3 FL m Ol/min/mg
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pr otein で あ り オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の * )レ ニ チ ン 脱 炭 酸 反 応
の 官辺a X は 7 . 6 9 JL m Ol /E)in/mg pr otein で あ っ た ｡
さ ら に オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 が リ ジ ン を 脱 炭 酸 す る こ と を ､
プ ト レ ス シ ン 非 存 在 下 培 養 し た D R l ユ2よ り オ )i ニ テ ン 脱 炭 酸 酵
素 を 精 製 し て 確 認 し た (Tab le ト 1 1) ら 8 0笈 pu r eま で 精 製 し た
酵 素 は 明 ら か に リ ジ ン を 脱 炭 酸 し た ｡ 最 終 精 製 段 階 に お け る 比
活 性 の 上 昇 は リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 1 は オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 約
半 分 で あ る が こ れ は Step 5 に お い て リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 2 が 分
離 さ れ た た め で あ る ｡ 最 後 に ､ Tab le ト 12に 示 す よ う に D R l1 2
に お い て カ ダ ベ リ ン と ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 形 成 は ス ペ
ル ミ ジ ン と 同 様 ､ モ ノ フ ル オ ロ メ テ ル プ ト レ ス シ ン 添 加 に よ っ
て 著 し く 減 少 し ､ 又 ､ ス ベ タレ ミ ジ ン と ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン の 欠 乏 に よ り 増 殖 速 度 が 低 下 す る こ と か ら ､ オ ル ニ チ ン 脱 炭
酸 酵 素 が リ ジ ン を 脱 炭 酸 し て カ ダ ベ リ ン を 合 成 す る こ と 及 び ア
ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が 代 替 ポ リ ア ミ ン と し て 働 く こ と が 確
認 さ れ た ｡
i - 3 - 3 考 察
Dio n と Cohe n【5 7】が 大 腸 菌 ポ リ ア ミ ン 要 求 株 H 且15 9(speB)
に お い て ポ リ ア ミ ン 欠 乏 下 培 養 す る と ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン が 形 成 さ れ る こ と を 報 告 し た が ､ 筆 者 は ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ
ベ リ ン の よ う な 代 替 ポ リ ア ミ ン が ど の 様 な 条 件 下 合濁 さ れ る か
を 検 討 し た ｡ ポ リ ア ミ ン 生 合 成 の 基 質 を 欠 く 条 件 下 培 養 し た 二
つ の ポ リ ア ミ ン 要 求 性 大 腸 菌 (D R l 1 2 と 舶 13 5) を 用 い た 実 験
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結 果 よ り ､ こ れ ら の 菌.に お け る 代 替 ポ リ ア ミ ン と し て の ア ミ ノ
プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン 生 合 成 が 明 ら か と な っ た ｡ 代 替 ポ リ ア ミ ン
が ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン で あ る こ と ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に お け る 保 持 時 間 及 び 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ イ
■
- に お け
る ダ ン シ ル ポ リ ア ミ ン の Rf 値 が 合 成 ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン と 一 致 し た こ と か ら 確 認 さ れ た ｡ ま た ､ オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵
素 を 欠 損 し て い る H A 2 6 ユ にお い て も 培 地 に プ ト レ ス シ ン の 代 わ
り に カ ダ ベ リ ン を 添 加 す る と 大 量 の ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン
が 合 成 さ れ た (Tab le 1- 9) ｡ ま た ､ 以 下 に 述 べ る い く つ か の 結
果 か ら ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 に
よ っ て 合 成 さ れ る カ ダ ベ リ ン か ら 優 先 的 に 合 成 さ れ る と 考 え ら
れ る ｡ ま ず (1) ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン が オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸
酵 素 を 持 つ 菌 ( 舶 135 及 び D R l 1 2) で 比 較 的 多 量 に 合 成 さ れ る
こ と (2) in vitro に お い て オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 が リ ジ ン を
脱 炭 酸 す る こ と (3) in 甘iv o で ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 生
成 が オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 角 棒 加 に よ っ て 阻 害 さ れ る こ
ど (_
卑) ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン 生 合 成 の も う 一 つ の 律 逮 酵 素
で あ る S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 摘 性 が 三 つ の 要 深
林 (H A 1 35, D R l12, 粥且261) で ほ ぼ 等 し い こ と ､ 及 び ､ (5) 那
2 6 1に 怒 け る リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 活 性 が ､ H A 1 35や D El 12よ り 高
い の に も 関 わ ら ず､ 朋
■
26且 に お い て は ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン が 轟 く わ ず か し か 合 成 さ れ な い こ と か ら で あ る ｡
現 在 の と こ ろ な ぜ ､ リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 2 に よ･ つ て 合 成 さ れ た
カ ダ ベ リ ン が ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 基 質 と し て 効率 よ く
使 わ れ な い の か は 不 明 で あ る が ､ 一 つ の 可 能 性 と し て は 菌 体 内
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に お け る リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 2 と オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 局 在 性
の 相 違 が 考 え ら れ る ｡ 例 え ば ､ 身 ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 は ス ペ ル
ミ ジ ン 合 成 酵 素 や S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 と 複 合 体
を 形 成 し て い て ､ 合 成 さ れ た カ
‾
ダ ベ リ ン が 核 酸 や リ ン 脂 質 と 相
互 作 用 す る こ と な く ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン 合 成 の 基 輿 と
し て 使 わ れ る と 考 え れ ば 一 応 説 明 で き る が 証 明 は 難 し く ､ 可 能
性 の 域 を 出 な い ｡ オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 が オ ル ニ チ ン よ り 反 応
は 遅 い が リ ジ ン を 脱 炭 酸 す る と い う 報 告 は ラ ? ト の 組 織【7 1ほ
び 赤 バ ン カ ピ 【7 2】で な さ れ て い る ｡
細 胞 増 殖 に お い て は 1 モ ルの ス ペ ル ミ ジ ン ま た は ア ミ ノ プ ロ
ピ ル カ ダ ベ リ ン が 理 論 上 1 4 から 3 8 モ ル のプ ト レ ス シ ン に 相
当 す る と 計 算 し た が ､ こ の 億 は ポ リ ア ミ ン に よ る 蛮 自 合 成 促 進
作 用 に お い て ス ペ ル ミ ジ ン 1 モ ルが プ ト レ ス シ ン 10- 15 モ ル
に 相 当 す る 【6 4,65】よ り ､ 若 干 高 い 値 と な っ て い る ｡ ス ぺ )
.
レ ミ ジ
ン ( 又 は ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン ) に は 蛋 白 合 成 以 上 に プ ト
レ ス シ ン よ り 特 異 的 に 効 果 を も た ら す 部 位 が あ る の か も 知 れ な
い ｡
リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 に 関 し て は 大 腸 菌 を リ ジ ン を 大 量 に 含 む 酸
性 培 地 で 嫌 気 条 件 下 培 養 し た と き に 誘 導 さ れ て く る indu cible
lysin e de c a rbo xyla s e に つ い て は Sabo ら に よ っ て 精 製 さ れ 性
質 が 詳 し く 調 べ ら れ て い る 【7 0,7 3】が ､ 通 常 に 存 在 す る c o n st 卜
tut iv e lysin e de c a rbo xyユase の 性 質 は あ ま り 研 究 さ れ て い な
い ｡ 闇e r七heiE) e rと Lei fe r 【7壕】は 生 理 的 条 件 下 培 養 し た 菌 の リ
ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 は プ ト レ ス シ ン と ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て 阻 害 さ
れ る と 報 告 し て お り ､ 筆 者 の 結 果 と 同 様 に リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 の
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一 つ は オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 で あ る と 示 唆 し て い る と 思 わ れ る ｡
リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 2 の 至 適 pH は ど の ポ リ ア ミ ン 要 求 殊 に お い
て も 8 . 5 であ る こ と か ら 至 適 pH が 5 ･ 2 から 5 ･ 7 で あ る 【7 0,
7 5】 indu cib le lysin e dec arboxyla s e と は 異 な る も
I
a) かも 知 れ
な い ｡ indu cib le lysin e de c a rbo xyla s ¢ 欠損 裸 が 分 離 さ れ て い
る 【7 5,76]の で こ れ ら の 欠 損 株 を 使 え ぱ c o n st itut iv e
1
1ysin e
de c a rbo xyユa s eの 性 質 を 明 ら か に す る の に 役 立 っ だ ろ う ｡
1 - 3 - 4 # *
ポ リ ア ミ ン 欠 乏 下 培 養 し た ポ リ ア ミ ン 要 求 性 大 腸 菌 申 の 通 常
ポ リ ア ミ ン 及 び 代 替 ポ リ ア ミ ン 量 を 潮 走 し た ｡
で あ る ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は ､ H A 135
DR l 12(spe点 speB) に お い て は 合 成 さ れ た が ､
speB spec speD) に お い て は 全 く 合 成 き れ ず
代 替 ポ リ ア ミ ン
(speÅ) 及 び
E 好日3 1 9(speA
H Å26 1(speB
spec) に お い て は わ ず か し か 合 成 さ れ な か っ た ｡ ポ リ ア ミ ン
欠 乏 下 に お け る 平 均 世 代 時 間 は H 島1 3 5, D R l1 2, HA 2 6 1及 び
E叩3 19に つ い て そ れ ぞ れ 1 1 3, 10 5, 26 0, 及 び 3 18分 で あ っ
た ｡ こ れ ら の 債 と ス ペ ル ミ ジ ン と･ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の
合 計 と が 相 関 す る こ と か ら ､ 通 常 の ポ リ ア ミ ン が 欠 乏 し て い る
と き に は ア ミ ノ プ.ロ ビ ル カ ダ ベ リ ン が 細 胞 増 殖 に 重 要 な 役 割 を
果 た す こ と が 示 唆 さ れ た ｡ こ の 仮 説 は ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン が in vitr o に お い て ポ リ プ ユ ニ ル ア ラ ニ ン 及 び H S2 R NA
r epliC a S e合 成 を 促 進 す る こ と 及 び 舶 2 6 1 の増 殖 を 促 進 す る こ
と か ら 確 認 さ れ た ｡ 又 ､ 以 下 に 述 べ る 理 由 に よ っ て ア ミ ノ プ ロ
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ピ ル カ ダ ベ リ ン は オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 に よ っ て 合 成 さ れ た カ
ダ ベ リ ン か ら 優 先 的 に 合 成 さ れ る と 結 論 さ れ た ｡ ･(1) ア ミ ノ プ
ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は オ ル ニ テ ン 鹿 炭 酸 酵 素 を 持 つ 菌 (坦Å13 5と
D琵1 1 2) に お い て 比 顧 的 多 量 に 合 成 さ れ た こ と ､ (2) in vi tr o
で オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 が リ ジ ン を 脱 炭 酸 し た こ と ､ 及 び (3)
in viv o に お い て ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン の 合 成 が オ ル ニ
チ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 さ れ た こ と か ら で あ る ｡
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第 4 節 オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の リ ボ ゾ - ム 蚤 自 費 に よ る
非 特 異 的 阻 害 - 強 い ア ン チ ザ イ ム 清 性 を 持 っ
新 し い リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 の 発 見 -
オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 (OD E) は ポ リ ア ミ ン 生 合 成 を 担 う 重 要
な 酵 素 の ひ と つ で あ り 大 腸 菌 の オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 汚 性 調
節 に 関 し て は 多 く の 頼 告 が な さ れ て い る ｡ ま ず こ の 酵 素 は G TP
に よ ら て 滴 性 が 促 進 さ れ ､ p pG軸 に よ っ て 阻 害 さ れ る 【1 9,2 0･,
7 7】 ｡ ま た ､ プ ロ ダ ク ト で あ る1ポ リ ア ミ ン に よ っ て fe ed ba ck
阻 害 を う け る 【1 9,7 8】 ｡ そ の 他 ､ ア ン チ サ イ ム に よ っ て も 活 性 が
調 節 さ れ る と 報 告 さ れ て お り 【7 9- 8 1】 ､ 最 近 大 腸 菌 に お い て 全 ア
ン チ サ イ ム 汚 性 の 内 の 9 0芳 を 占 め る 二 つ の 塩 基 性 ア ン チ ザ イ ム
蛮 ヨ 草 が リ ポ ゾ ー ム 蛮 自 費 の S 2 0 /L 2 6と L 34で あ る こ と が 頼 告
さ れ た [Blj ｡ 筆 者 は ア ン チ サ イ ム に よ る 大 腸 菌 オ ル ニ チ ン 脱 炭
酸 酵 素 の 調 節 機 構 を 研 究 す る 上 で 精 製 し た ア ン チ ザ イ ム (S2 0/
L 2 6とL 34蛋 白 質) の 比 活 性 が 出 発 材 料 の リ ポ ゾ ー ム 費 自 費 に 比
べ て 四 倍 程 度 し か 上 昇 せ ず､ 収 量 も 非 常 に 低 い こ と を 見 い だ し
た . そ こ で S 2 0 /L 2 6と L3 4以 外 の リ ポ ゾ ー ム 賓 自 費 も オ ル ニ
チ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 阻 害 す る か ど う か 調 べ た と こ ろ 多 く の リ ポ ゾ
ー ム 零 自 費 が 阻 害 す る こ と が わ か っ た ｡ さ ら に L 2 0蛋 白 質 と 新
し く 見 い だ さ れ た リ ボ･ゾ - ム 蛋 白 寮 (Ⅹ1 と 呼 ぷ ) が S2 0 /L 2 6
と L 3 逢蚤 自 賛 よ り 強 い ア ン チ サ イ ム 活 性 を 示 す こ と が 見 い だ さ
れ た ｡ 最 近 ラ ッ ト 心 臓 の オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 が ポ リ ア ミ ン ､
ヒ ス ト ン ､ プ ロ タ ミ ン 及 び ポ リ ア ル ギ ニ ン の よ う な 棟 々 な 塩 基
性 ポ ゾ ペ プ チ ド に よ っ て 阻 害 を 受 け る こ と が 報 告 さ れ て お り
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【8 2】 ､ 大 腸 菌 の オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 が in vi甘0 で 真 に こ れ ら
の ア ン チ ザ イ ム に よ っ て 調 節 さ れ て い る か ど う か を 検 討 し た
【8 3】 ｡
1 - 4 - l 実 験 材 料 と 方 法
1) 材 料
大 腸 菌 Q1 3 株 の un wa畠hed ribo s o B) eと 1 00 ,B O Ox g 上 清 は
Iga r a sh i ら の 方 法 【6 5】で 調 製 し た ｡ u n 甘a Shed ri bo s o m eを 2 0
出H Tris - H C l, pH 7･ 5, 10 加瀬 n agn e siu zn a c etate , 3 O OE)封
N HAC l及 び 6 EI拭 2 一 皿e r C aptO etha n ol に s u spe nd し ､ 1 5 0, 0 00
Ⅹ g , 2･ 5 時 間 遠 心 し て コ ン タ ミ の オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 除 い
た ｡ ペ レ ッ ト の オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 フ リ ー リ ボ ゾ - ム 娃
1 0 El珂 Tris - H C l, p円 7 .5 , i O EI瀬 田agn e Siu 捌 a C etate , 6 0 m靭
討H4C l及 び 6 放封 2 - E) e r C aptO etha n olを 含 む buf fe rに s u印 e na
し ､ 同 buf fe r に 透 析 し て 伺 い 尭 . リ ポ ゾ ー ム 東 粒 子 (3 0 S及
び 5 O S) の 調 製 は Iga r a shi と Eaji の 方 法 【8 4】 に 従 い ､
Hita chi 記P Z 4 8
.T z o n al r oto r を 用 い て 待 っ た o 大 腸 菌 CL 5 iO
と こ れ に O D Cge ne を 持 つ pla s 劫id を 挿 入 し た C L5 10 /PO D C
[8 5コ は Dr . Stepha n H . Boyle よ り 供 与 さ れ た .
2) オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 及 び 塩 基 性 ア ン チ サ イ ム の 精 製
オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 大 腸 菌 C L 5 1 0/pO D Cの c elle xト
r a ct よ り 精 製 し た ｡ 精 製 は 且p plBba u 胡 ら の 方 法【19】に 従 っ て
行 っ た が ､ Sephadex G 2 0 0カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 省 略 し ､
又 ､ 使 用 し た buf fe r に は す ベ て 強 力 な プ ロ テ ア - ゼ イ ン ヒ ビ
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タ - で あ る F U T- 175 (.6
- a ELi din o- 2 - n a
,phthyト4 - gu a nidin obe n-
z o ate d ihydr o chlo
.
ri de)を 10JL H 添 加 し た 【86】 ｡ 精 製 し た 酵 素
は S D S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 上 で 95完 pu r e
で あ っ た ｡
塩 基 性 ア ン チ ザ イ ム (S20 /L 2 6, L 3 4) は 大腸 菌 Q13 珠 の
u n g a shed riho s o n eよ り 調 製 し た ｡ Ha rdy ら の 方 法 【8
.
7】に 従 っ
て ､ 3 3 E7拷 ガg
'
-
＋ 存 在 下 6悶 酢 酸 で リ ポ ゾ ー ム 費 白 賓 を 抽 出 し､
塩 基 健 ア ン チ ザ イ ム を Heユ1e r ら の 方 法 r8 O】に よ り ､ 但 しStep
5 B のゲ ル 電 気 泳 動 を 省 略 し て 調 製 し た ｡ こ の よ う に し て 精 製 し
た ア ン チ ザ イ ム は S 2 O / L2 6 と L 3 4を 含 ん で お り ､ 20zF# 討C l
に 透 析 し て 使 用 し た ｡
3) オ ル ニ チ ン 脱 炭 瞭 酵 素 及 び ア ン チ サ イ ム 清 性 謝 定
オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 及 び ア ン チ サ イ ム 摘 性 渦 定 は ､ 0. 3 nl
の 1 0 0Ⅱ憎 Tricin e- KO H, pH 8｡5 , 0 . 5 mH EIagneSまu EL a c etate ,
O . 0 亀‾mH p yrido xal pho sphate , 1 .6 7 認粥 di thiothr eitol, 1 .8
皿親 D L- [ト 1 ^C】o rnit hin e (O . 0 5 iLC i) と 1 00ユ ニ ッ ト の オ ル
ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 及 び 適 当 塵 の ア ン チ サ イ ム を 含 む 反 応 液 を
3 7
oC 15分 間 イ ン キ ュ ぺ - 卜 し ､ 0 . 1 ml の 5 0駕 T C Åを 加 え て
反 応 を 停 止 し ､ 放 出 さ れ る I dc o2 . を 1 Ⅹ 2. 5 c 斑の W hat皿a n
3 宵宮 C hr洩 紙 に し み こ ま せ た 2 0〟 1 の Solu e n e3 5 0(Pa cka rd)
に ト ラ ッ プ し ､ 放 射 能 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測
定 す る こ と に よ り 行 っ た ｡ 1 ユ ニ ッ ト の オ ル ニ テ ン 脱 炭較 酵 素
は 1 時 間 に 1 n n ol の CO2 を 放 出 さ せ る 酵 素 量 と し ､ 1 ユ ニ Iソ
ト の ア ン チ サ イ ム は 直 線 的 な 条 件 下 ､ 1 ユ ニ ッ ト の オ ル ニ テ ン
脱 衆 醸 酵 素 を 阻 害 す る 量 と し た ｡
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4) T) ポゾ - ム 蛋 白 質 の 分 散
リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 は Zi溺Zn e T n a nの 方 法【8 8] に従 っ て 分 解 し た ｡
ま ず ､ リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 (3 3- 1 1 2皿g) を buf fer 伝 (50El拷
NaH2POA , 1 0 潤､祇 m e七hyla min e, 6 裾 u r e a及 び 4 m輯 2 - El e r C ap七o
-
etha n ol, pH 6. 5) に 透 析 し ､ あ ら か じ め buf fe r G で 平 衡 化 し
た phopho c el lulo s e(召r o 甘n) カ ラ ム (1 . 6 Ⅹ 2 5 c 7n) に ア プ ラ
イ し た o カ ラ ム を buf fe r G で 洗 っ た 後 0 - 50 0n粥 NaC l を 含 む
buf fe r 堤 total 6 0 0EIl
､の 1 in e a rgr adient で 費 自 寮 を 分 社
し ､ 5 B)1 ず つ 分 画 し た ｡ そ の 後 更 に 蛋 白 質 を 7 0 0E)村 村aC l を
含 む buf fe r 伝 15 07nl で 溶 出 し た ｡ ピ ー ク を 集 め ､ 2 0E)裾 H C l
に 透 析 し ､ ア ミ コ ン の UH 2膜 に よ る 限 外 洩 適 法 で 濃 凍 し て ア ン
チ サ イ ム 措 性 潮 定 と 二 次 元 電 気 泳 動 に 使 用 し た ｡ 蛋 白 濃 度 は
Lo w ry 法【4 1】で 測 定 し た ｡
5) リ ボ ゾ - ム 賓 自 費 の 二 次 元 電 気 泳 動
一 次 元 目 は Geyl ら の 方 法 【8 9]を 多 少 変 法 し て 行 い ､ 二 次 元
目 は La e m 詔1 i の方 法【9 0】 に 従ち て 電 気 泳 動 し た ｡ ま ずリ ポ ゾ
ー ム 蚤 自 賛 を 5 倍 量 の ア セ ト ン で 沈 澱.さ せ ､ s a mple lo ading
buf fe r (6 H
.
u r e aと 1 0m裾 d it hiot hr eitol 及 び 1 0渦l 当 り
ト 2 滴 の ba sic fu chsin (0. 5 EIg/IIl) を 含む up pe r ele ctr ode
buf fe r) に 溶 解 し た ｡ サ ン プ ル (1 0 〃 1, 1 0- 1 0 0〟 g pr otein)
を ゲ ル (0 . 1 5 Ⅹ 6 c )”) の 上 部 に ア プ ラ イ し ､ 1 0
oC､ 1 mA /tube
で 1 時 間 (m et hod i) 又 は 1 . 5 時 間 (7nethod I I) 泳 動 し た ｡
泳 動 後 ガ ラ ス チ エ - プ か ら ゲ ル を 取 り 出 し ､ ゲ ル を 1昭 gly
-
ce r ol, 5鴛 2 - E)er Ca ptO etha n ol, 2 .3鴛 sod iu 7ndode cyls ul fate ,
o. o 1完 br o 7nphe n ol b lu e 及 び 6 2. 5 州 Tris - H C l, pH 6･ 8 を 含
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む buf fe r に 1 時 間 透 析 し ､ 二 次 元 目 の ス ラ ブ ゲ ル (15覧
a c ryla nide , 7 .5 Ⅹ
･
10 Ⅹ 0 . 1 c 7D) 上 に の せ ､ ニ 次 元 目 の 泳 動 を
12. 5 舶, 2 時 間 室 温 で 待 っ た 後 ､ Co o 御a Sie もri1 1ia nt b ltl e
で 染 色 し た . 各 々 の 蛋 白 質 の 同 定 は 乾alts chmi dt と
■
闇it 細a n n
の 命 名 法 【91】に よ り 行 っ た ｡
6) L 20 とL 3 4尊 自 費 の 分 解
フ ラ ク シ ョ ン 1- 21 は L 2 0と L 3 4を 含 ん で い る の で ､ Re a レ
t iv 8 b lue 2 一 点ga r o s e(SigzD aC he zbical Co .) を 用い て こ れ ら の
蛋 白 質 を 分 赦 し た ｡ ま ず L 2 0と L3 4貴 自 賛 (1 ･ 5 EIg) 杏
buf fe r G に 透 析 し､ 同 buf fe r で 平 衡 化 し た 毘e a ctive b ltle
2 - Aga r 8Se カ ラ ム (0 . 7 Ⅹ 6 c n) に ア プ ラ イ し た ｡ 8uf fe r 伝
で 洗 っ た 後 ､ 0 - 1. 2 讃 NaC l を 含 む buf fe r G の ト ー タ ル 2 0 0
ml の 1 in e a rgr ad ie nt で溶 出 し ､ 4 E31 ず つ 分 画 し た と こ ろ ､
L3 亀 は 0 . 6 H NaC l で､ L20 は l 粥 NaC l で 溶 出 さ れ た ｡ 各 ピ
ー ク を 集 め ､ 2 0JD粥 H C lに 透 析 し ､ 上 紀 と 同 様 に 潰 碗 し て ア ン
チ ザ イ ム 清 性 測 定 に 用 い た ｡
7) リ ボ ゾ ー ム 貴 自 賛 の E dE) a n分 解
リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 貿 の ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 は ､ Ap plied
Bio syste 皿 In c. ga s- pha s e pr ote･in s equ e n cer , n odel 逢7 0A及
び 門 tla n alyz e r, m odel 12 0 Aを 用 い ､ 且p pユied B iosyste m
Ⅰn c. の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 決 定 し た .
1 - 逮 - 2 結 果
1) オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の S 2 0 /L 2 6, L 3壇に 加 え て い ろ い ろ な
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リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 に よ る 阻 害
30 S 及 び 5 0 S亜 粒 子 の リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 を フ 軒 ス フ ォ セ ル ロ
ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 散 し (Fig . ト9) ､ 各
分 画 に 含 ま れ る 蛋 白 質 を 二 次 元 電 気 泳 執 で 同 定 し た ｡ 舶 thod
ⅠⅠ は S l から S 2 0及 び L l から L3 3 の蛋 白 質 の 同 定 に 使 用 し ､
舶 th8d I は L3 4と 未 同 定 蛋 白 寮 の 同 定 に 使 用 し た(F ig . ト 10).
一 次 元 目 を 長 く 泳 動 す る と (淡色thod 工Ⅰ) ､ L 34 と 束 同 定 黄 白 費
は ゲ ル に 残 ら な い か ら で あ る ｡ フ ォ ス フ ォ セ ル ロ ー ス カ ラ ム ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 し た 3 0 S及 び 5 0 Sリ ボ ゾ - ム 蛍 自 費
の 後 半 の フ ラ ク シ ョ ン の 二 次 元 電 気 泳 動 の パ タ ー ン を い く つ か
Fig . ト il と Fig . ト 1 2 に 示 し た ｡ リ ポ ゾ ー ム 貴 自 賛 の S 2 0 /
L 26 は 3 0 Sリ ポ ゾ ー ム 黄 白 の s - 14 と s - 1 5 フ ラ ク シ ョ ン に 含
ま れ て 怒 り ､ L 3 唾は 5 0 Sリ ポ ゾ ー ム 黄 白 の ト 2 1 フ ラ ク シ ョ ン
に 含 ま れ て い た ｡ 以 前 報 告 さ れ て い る 【8 1】と 同 磯 に オ ル ニ テ ン
脱 炭 酸 酵 素 は ､ こ れ ら s - 14, s - 15 及 び ト 2 1 フラ ク シ ョ ン に
よ っ て 阻 害 さ れ た が ､ s - 14, s - 15 及 び ト 21 フ ラ ク シ ョ ン の ア
ン チ ザ イ ム 描 性 は ､ リ ポ ゾ ー ム 費 自 費 の ト ー タ ル ア ン チ ザ イ ム
精 髄 の わ ず か .l l. 7鴛 で あ っ た ｡ そ こ で 他 の フ ラ ク シ ョ ン の ア ン
チ ザ イ ム 括 性 を 調 べ た と こ ろ ､ s - 5 か ら s - 15 及 び ト8 から
1- 2 2 の フ ラ ク シ ョ ン が オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 阻 害 し た ｡ こ れ
ら の フ ラ ク シ ョ ン に は S 2, S 3, S 4, S 7, S9, S l l, S 1 2, S 13,
S 15, S 16, S 1 7, S 1 8, S 19, S 2 0, L l, L 2, L 4, L 1 3, L 14, L 1 5,
L I石, L 17, L 1 8, L 19, L 2 0, L 2 1, L2 2, L 2 3, L2 4, L2 5, L 2 7,
L 2 8, L2 9, L 3 0, L 32 , L 33及 び L 3唾蛋 白 質 が 含 ま れ て い る
(Table ト 13, 卜 14) が ､ 3 0 Sリ ボ ゾ - ム 費 自 費 は 21 偶 の う
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ち の 1逢 個 ､ 5 0 Sリ ボ ゾ - ム 蓉 自 費 は 同 定 さ れ て い る 3 2 偶 の
う ち 2 3 備 が ア ン チ サ イ ム 油 性 を 示 し た こ と に な る ｡ ま た､ 塩
基 性 が 高 い 蛍 自 費 ほ ど 強 い ア ン チ サ イ ム 清 性 を 示 す 傾 向 が 認 め
ら れ た ｡ フ ォ ス フ ォ セ ル ロ - ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ - 後 の
章 自 費 の 回 収 率 は 30 S と 50 S 亜 粒 子 の 平 均 で ? 7駕 で あ り ､ ア
ン チ サ イ ム 滴 性 の 回 収 率 は 75完 で ､ よ く 一 致 し て い 為 o こ れ ら
の 結 果 は 喝 ら か に S 2 0 /L 26や L 3 4ば か り で な く 他 の 多 く の リ
ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 も ア ン チ ザ イ ム 滴 性 を 持 つ こ と を 示 し て い る ｡
2) L20 と 新 し い リ ボ ゾ ー ム 蛋 白 貴 (Ⅹユ) の S20 /L 26 及 び L 34
よ り 強 い ア ン チ ザ イ ム 活 性 ｡
5 0 Sリ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 を 二 次 元 電 気 泳 動 の 詳et hod
`
王 で 分 社
し た と こ ろ ､ 兼 同 定 の 極 度 に 塩 基 性･の 強 い 蛋 白 質 (冨1) が 認 め
ら れ た (Fig . 1 - 1O C) . し か し な が ら ､ 5 0S リ ポ ゾ ー ム 蛍 自 責
を フ ォ ス フ ォ セ ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 す る
際､ 通 常 の イ オ ン 条 件 (0 - 5 0 0E)H 封aC l in buf fe r G の 1 in e-
a r gr adie nt) で は L 3 逢と Ⅹ1 蛋 白 紫 は 回 殺 さ れ な か っ た ｡ そ
こ で さ ら に フ ォ ス フ ォ セ ル ロ ー ス カ ラ ム か ら ､ 7 00 mH WaC l を
含 む buf fe r 8 で 費 自 費 を 溶 出 し た と こ ろ ､ L34 は ト2 1 フ ラ
ク シ ョ ン に ､ ‡1 蛋 白 貿 は ト 2 2 フ ラ ク シ ョ ン に 認 め ら れ た
(Fig ト 1 2)｡ ア ン チ サ イ ム 括 性 を 潮 定 し た と こ ろ ､ オ ル ニ■チ
ン 脱 炭 酸 酵 素 は こ れ･ら の
■
フ ラ ク シ ョ ン に よ り ､ 強 く 阻 害 さ れ た
( Tab le ト 14) ｡ L 2 0と L 3 4及 び Ⅹ1 蛋 白 質 の ア ン チ サ イ ム 清
雅 を 此 較 す る た め に ､ ト 21 フ ラ ク シ ョ ン 申 の L 2 0と L3 4を
Re a ctiv e b lue 2- 且ga r o s eカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 分 離 し､
苫1 黄 白 質 と 共 に ア ン チ サ イ ム 括 性 を 測 定 し た . Fig . ト1 3 に示
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す よ う に ア ン チ サ イ ム 油 性 の 強 さ ば ､ L 2 0, Ⅹ1 , L 3 4の 順 で あ り ､
基 質 オ ル ニ テ ン に 対 し て coEIpe七i t iv e に オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素
を 阻害 し た ｡ こ の 固 よ り 計 算 す る と ､ オ ル ニ テ ン に 対 す る KEl
健 は 3 ｡亀 El粥 で あ り ､ L2 0 蛋 白 質 の K i 値 は 1. 3 ji g/頂1 で あ
っ た ｡ ま た ､ L 2 0蛋 白 質 は Fuji ta ら の 方 法 【9 2】で 潮 宜 し た と
こ ろ ､ オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 と 化 学 量 論 的 に 相 互 作 用 す る こ と
が わ か っ た ｡
次 に Ⅹ且 蛋 白 質 が 現 在 ま で に 知 ら れ て い る 5 0 Sリ ポ ゾ ー ム 蛋
白 質 (L l か ら L3 4蜜 自 費) と は 異 な っ て い る か ､ ま た ､ L 3 亀
と 呼 ん で い る 賓 自 賛 が 真 に L 3撞か ど う か 確 か め る た め に ､ L 3亀
の ア ミ ノ 酸 配 列 と ‡1 黄 白 黄 の ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 自
動 g dE) a n分 解 法 で 決 定 し た ｡ Fig . 1 - 1 4 に 示 す よ う に Ⅹi 蛍 自
費 は 現 在 ま で に 同 定 さ れ て い る リ ポ ゾ ー ム 費 自 賛 【9 31と は 異 な
る 新 し い リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 で あ り ､ L 3 4【9逢】と 呼 ん で い た 蛋 白
質 は 真 に L 3 4で あ る こ と が 確 認 さ れ ,た ｡
3) 他の 塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 に よ る オ ル ニ テ
ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害
塩 基 性 の 高 い 多 く の リ ボ ゾ - ム 寮 自 賛 が ､ ア ン チ サ イ ム 括 性
を 示 し た の で ､ 次 に 塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド の オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵
素 清 性 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た ｡ Tab le ト 15 に 示 す よ う に 数 種 の
塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド が ア ン チ ザ イ ム 滴 性 を 示 し ､ そ の 強 さ ば ポ
リ ア ル ギ ニ ン > プ ロ タ ミ ン > ヒ ス ト ン > ポ リ リ ジ ン の 順 で あ っ
た ｡ 特 に ポ リ ア ル ギ ニ ン は 最 も 強 く オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 阻
害 し ､ ア ン チ サ イ ム と し て の 比 油 性 は L 2 0と ほ と ん ど 同 じ で あ
っ た ｡ 塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド に よ る オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害
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Tab le 1 - 1 5｡ E f fec 七 of b a sic poly pep七i de s a nd a min o
a cids on O DC a ct ivity
A d d 土七まon
14
c o
2
r ele a sed
(n mo1)
% エnh l b i 七1o n
n on e
Polyly sin e (5 71g)
(10 Hg)
H is七o n e(2 ｡ 5 tlg)
(5 リg)
Pr o七a min e (1 いg)
(2 リg)
S2 0/L 26 L 34 (1 71g)
(2 lュg)
Polyar ginin e (0 . 5 lュg)
(1 リg)
Arginin e (10 mM)
(2 0 m M)
Lysin e (10 m M)
(2 0 mM)
25 ｡ 4 0
2 1｡ 7 1 5
1 5. 9 3 7
16. 8 3 3
7 . 3 7 1
1 6. 1 3 7
6 ｡ 3 7 5
1 4｡ 8 4 2
6 ｡ 4 7 5
1 2｡ 3 52
3 ｡ 0 8 8
1 6｡ 5 35
6 ｡ 9 7 3
1 5｡ 8 3 8
6 . 7 74
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に つ い て は ､ ラ ッ ト 心 臓 に お い て 同 機 の 報 告 が な さ れ て い る
【8 2】 ｡ 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 で あ る ア ル ギ ニ ン と リ ジ ン も 1 0xn粥 と
20 m粥 で オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を か な り 阻 害 し た が ､ こ の 現 象
は ラ ッ ト 心 臓 に お け る 結 果 と
-
異 な っ て い る 点 で あ る ｡ ポ リ ア ル
ギ ニ ン ､ プ ロ タ ミ ン 及 び ア ル ギ ニ ン に よ る 阻 害 様 式 を 基 貿 の オ
ル ニ テ ン の 濃 度 を 変 え て Lin e 甘e a V e r- Bu r汝 plot で 訴 ベ た と こ
ろ ､ リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 と 同 様 に 全 て co mpetitive inhibitio n
で あ っ た ｡
負) ア ン チ サ イ ム に よ る オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 阻 害 の リ ポ ゾ ー ム
に よ る 珂 復
次 に ア ン チ サ イ ム を 持 つ リ ポ ゾ ー ム そ の も の が オ ル ニ チ ン 親
炭 酸 酵 素 を 阻 害 す る か ど う か 検 討 し た ｡ F ig. 1- 15 に 示 す よ う
に 7 0 Sリ ボ ゾ - ム 及 び 丙 リ ポ ゾ ー ム 亜 粒 子 と も 全 く オ ル ニ テ ン
脱 炭 酸 酵 素 を 阻 害 せ ず ､ 7 0Sリ ポ ゾ ー ム に お い て は か え っ て わ
ず か に オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 促 進 し た ｡ こ れ は 70S リ ポ ゾ ー
ム8,= 存 在 す る G T P のコ ン タ ミ に よ る と 考 え ら れ る . 対 頗 的 に ､
リ ボ ゾ - ム や リ ポ ゾ ー ム 亜 粒 子 か ら 酢 酸 で リ ボ ゾ - ム 黄 白 費 を
抽 出 す る と 明 ら か に オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 阻 害 し た ｡ 1 A2 6 8
ユ ニ ツ ･ト の 3 0 S, 5 0 Sリ ボ ゾ - ム 亜 艶 子 及 び 7 0 Sリ ボ ゾ - ム か
ら ､ そ れ ぞ れ ト - タ ル で 約 10 0, 100 及 び 80 ユ ニ ッ ト の ア ン
チ サ イ ム 清 性 が 抽 出 さ れ た ｡
リ ポ ゾ ー ム そ の も の は オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 阻 害 し な い こ
と が 分 か っ た が ､ 次 に ア ン チ ザ イ ム に よ る オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵
素 阻 害 に リ ポ ゾ ー ム が ど の 様 な 影 響 を 与 え る か を 調 べ た と こ ろ ､
Fig . ト 16 に 示 す よ う に リ ポ ゾ ー ム や 5 0 S亜 粒 子 の 添 加 に よ り
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e xtr acts on o r ni t h in e de c a rboxyl畠.s e a c七ivi ty ･ Ac七ivi七y
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fo llo w s: ⑳ - - ⑳ , 30S
'
s ubu ni七s ･, 0ト ー ー 0 , 5 0 S su bu ni 七s
.
,
虹 底 , 7 0 S ribo s o m es ; 砂 - - - ⑳ ,
e xtr a cts fr o m 30S subu ni ts ;
pr otein e x 七r a c 七s f
､
r o m 5 0 S s ubu nl 七s ;
pr otein ex tr a cts fr om 7 0 S ri bo so rne s.
r土b o so mal protein
0 - - - -0 , ribo so rnal
A - - TA , ribo s om al
R 土bo so m al p r o七ein s
w e r e ex tr acted fr om ri bo so m e s a s de s cri be d in TfMa te rials
a nd Me t ho ds
--
an d d ialyz ed again s七 2 0 mM HCl in c el lulo s e
d ialy21e r tub ing w i t ha ” . W . c uto ff o f 8, 0 0 0 (Naka rai
C he mic als).
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7 0 S ri bo s om e s; ム ,
su bu n土七s ｡
ア ン チ ザ イ ム に よ る オ.)レ ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 阻 害 が 妨 げ ら れ る こ
と が わ か っ た ｡ 精 製 し た S2 0 / L 2 6, L 3 唾を 含 む ア ン チ ザ イ ム の
代 わ り に ､ 5 0 Sリ ポ ゾ ー ム 蚤 自 費 を 用 い て も 同 様 の 結 果 が 侍 ら
.
れ た ｡ こ れ ら の 結 果 は ア ン チ ザ イ ム に よ る オ ル ニ チ ン 脱寅 醸 酵
素 阻 害 が ､ 大 腸 菌 の D 封且【9 5】や de o xyri bo n u cle o七ide , ribo -
n u cユe oモide ho 四OPOlyn e r s【9 6】に よ っ て 回 復 さ れ る と い う 最 近
の 報 告 と 関 連 し て い る か も し れ な い ｡
次 に り･ポ ゾ - ム 結 合 性 ア ン チ ザ イ ム の 安 定 性 を 調 べ る た め に
1 0 0,0 0 0Ⅹ g 上 滑 画 分 の ア ン チ サ イ ム 活 性 を 調 べ た ｡ 大 腸 菌
C L5 1 0及 び C L 5 1 0 /pO D C から 調 製 し た 上 清 画 分 に は オ ル ニ チ ン
脱 炭 酸 酵 素 が 存 在 し て い る の で ､ 酢 酸 沈 澱 に よ っ て ､ 上 清 か ら
オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 取 り 除 い て ア ン チ ザ イ ム 滴 性 を 測 定 し
た ｡ こ の 処 理 で は 外 か ら 加 え た ア ン チ サ イ ム は 沈 澱 さ れ な か っ
た ｡ 結 果 を Tab le ト 1 6 に 示 す が ､ プ ト レ ス シ ン 存 在 下 及 び 非
存 在 下 培 養 し た HA 2 6 1及 び C L 5 1 0や C L 5 1O /pO D C のど の 上 清
画 分 に 溶 い て も 有 意 の ア ン チ サ イ ム 括 性 は 認 め ら れ ず､ ア ン チ
ザ イ ム 括 性 は リ ポ ゾ ー ム か ら リ ポ ゾ ー ム 黄 白 寮 を 抽 出 し た と き
の み 潮 定 さ れ 得 た ｡ ア ン チ サ イ ム 合 成 は ポ リ ア ミ ン に よ っ て 促
進 さ れ る と 報 告 さ れ て い る 【8 0] が､ ポ リ ア ミ ン 要 求 珠 H A 26 1を
プ ト レ ス シ ン 存 在 下 及 び 非 存 在 下 培 養 し て も ト ー タ ル の ア ン チ
サ イ ふ 活 性 は ほ ぼ 同 じ で あ り ､ ポ リ ア ミ ン に よ っ て ア ン チ サ イ
ム の 合 成 が 促 進 さ れ る と い う こ と は ､ 筆 者 の 系 で は 認 め ら れ な
か っ た o 更 に ､ 大 腸 菌 C L 5 1 0と C L 5 1 0/pOD C で はオ ル ニ チ ン 脱
炭 酸 酵 素 汚 性 に は 2 0 倍 も の 差 が あ る に も 関 わ ら ず ､ ア ン チ サ
イ ム 量 は ほ ぼ 等 し い 値 を 示 し ､ 大 腸 菌 C L 51 0 /pODC に お い て は
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ア ン チ サ イ ム 量 は オ ル.= チ ン 脱 炭 酸 酵 素 豊 に 比 べ て 著 し く 少 量
に な っ て い る ｡ H A2･6 1に お い て は C L 5 1 0や C L 5 1 0 /pO DCに 比 べ
て ト - タ ル の ア ン チ ザ イ ム 活 性 が か な り 低 い が こ れ は ､ 単 に 細
胞 当 り の リ ポ ゾ ー ム 量 の 差 を 反 映 し て い る も の と 考 え ら れ る ｡
こ れ ら の 結 果 か ら in viv 8 に お い て は ア ン チ サ イ ム は オ ル ニ チ
ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 物 質 と し て は 枚 能 し な い こ と が 示 唆 さ れ た｡
1 - 4 - ▲3 考 察
筆 者 の 実 験 結 果 よ り ､ S 20 / L 2 6及 び L 3 壕蛋 白 質 ば か り で な く
他 の 多 く の リ ポ ゾ ー ム 蛮 自 費 も オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 阻 害 し
得 る こ と が 明 ら か と な っ た ｡ 筆 者 の 実 験 条 件 の 1 . 8 5 E)H D L-
o r nit 如in e 存 在 下 で は S 2 0費 自 費 の ア ン チ サ イ ム と し て の 比 油
性 は 1. 3 1 Ⅹ 1 04 u nits/mg pr otein で あ り (Tab le 1- 14) ､
Hel le r ら 【8 0]の 0 . 5 6 JD軒 D トo T ni七h in e 存 在 下 で は 4. 5 Ⅹ
104 u ni ts/B)普 PrOtein で あ るー と 葡 告 さ れ て い る が ､ こ れ ら の 比
汚 性 の 相 違 は ア ン チ サ イ ム が ､ オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 基 質 オ
ル ニ チ ン に 対 し て 桔 抗 的 に 阻 害 す る た め で あ る と 思 わ れ る ｡
S2 0/L 26及 び L 3 4蛋 白 質 の 示 す ア ン チ ザ イ ム 活 性 は リ ポ ゾ ー ム
蛋 白 質 が 示 す ト ー タ ル ア ン チ サ イ ム 汚 性 の せ い ぜ い 10% 程 度 で
あ り ､ 多 く の リ ポ ゾ ー ム 費 自 費 に よ る 大 豊 の ア ン チ サ イ ム 活 性
は Helle r ら の 方 法 [8 0]の Step 2 にお け る 塩 酸 処 理 の 際 ､
r豆bo s o B) al R N Åと 共 に 沈 澱 し て し ま っ た も の と 思 わ れ る ｡
L 2 0費 自 賛 が ､ リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 の 申 で 最 も 強 い ア ン チ サ イ
ム 活 性 を 示 し た が ､ こ の 黄 白 質 は 直 接 23 Sr 馴柑 と 結 合 で き る
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【97】の で ､ リ ポ ゾ ー ム か ら 遊 離 さ れ て く る 可 能 性 は 低 い と 考 え
ら れ る ｡ さ ら に ､ リ ポ ゾ ー ム に 結 合 し て い る ア ン チ サ イ ム は ア
ン チ ザ イ ム と し て の 括 性 を 示 さ な い こ と ､ ま た ､ ア ン チ ザ イ ム
に よ る オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 は リ ボ ゾ - ム 添 加 に よ り 回
復 き れ る こ と ､ 及 び 1 0 0,0 0 0Ⅹ g 上 滑 両 分 に お い て ､ フ リ ー の
ア ン チ ザ イ ム が 存 在 し な か っ た こ と か ら ､ 細 胞 内 に お い て は 急
激 な リ ポ ゾ ー ム の 崩 壊 で も 起 き な い 限 り こ れ ら の ア ン チ ザ イ ム
は オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 剤 と し て 働 か な い と 思 わ れ る ｡
リ ボ ゾ - ム 黄 白 貿 の 生 合 成 は ､ リ ボ ゾ - マ ル R ” A の生 合 成 に
連 動 し て よ く ㈲ 御 さ れ て い る こ と t9 8】か ら も ､ in viv o で オ ル
ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の ア ン チ ザ イ ム と し て 観 能 し て い る と は 考 え
に く い ｡
以 上 の こ と か ら 筆 者 は 大 腸 菌 の リ ボ ゾ - ム 費 自 覚 は ､ い わ ゆ
る ア ン チ ザ イ ム の 定 義 ､ 即 ち ､ 特 異 性 が 高 く ､ n o n c o zBpeもi -
l iv e inhibi t io n を 示 し ､ 酵 素 の プ ロ ダ ク ト に よ っ て 合 成 が 誘
導 さ れ る と い う 定 義 を 一 つ も 満 足 し な い こ と か ら ､ 今 後 オ ル ニ
テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の ア ン チ サ イ ム と は 呼 ば 尊 い 方 が 良 い と 考 え る ｡
Hel le r ら 【80】一は 塩 基 性 ア ン チ サ イ ム と 共 に 残 り ‖ほ の ア ン チ
ザ イ ム 油 性 を 示 す 酸 性 の ア ン チ サ イ ム に つ い て も 報 告 し て い る
が ､ 細 胞 を 分 画 し て も こ の 摘 性 は 裸 出 で き な い こ と か ら 大 腸 菌
に お い て は オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 は ア ン チ サ イ ム で は な く ､ 他
の 因 子 に よ っ て 調 節 さ れ て い る の で は な い か と 考 え ら れ る ｡
次 に ､ 筆 者 が 発 見 し た 強 い オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 阻 害 活 性 を
持 っ 塩 基 性 の 高 い 5 0 Sリ ポ ゾ ー ム 蛋 白 草 (‡1) に 関 し て ､ こ の
蛋 白 質 は 今 ま で の 二 次 元 電 気 泳 動 に よ る リ ボ ゾ - ム 蛋 白 寮 の 解
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析 【8 9,9 1, 9 9- 1 0 1】 で .は 見 い だ さ れ な か っ た が ､ こ の 原 因 と し
て は(1) Ⅹ1 費 自 費 健 二 次 元 電 気 泳 動 に お い て 通 常 の 泳 動 条 件
(Fig . ト 8 B, 吊¢thod I 王) で は ゲ ル 上 に 珂 収 さ れ な い こ と ､ 及
び (2) フ ォ ス フ ォ セ ル ロ ー ス カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 'か ら は
通 常 の イ オ ン 条 件 (0 - 5 00EIH NaC l, lin e a rgr adi昏nり で は 溶
出 さ れ な い こ と が 学 ば ら れ る ｡ こ の 費 自 費 は 大 腸 菌 Q13 株 ば か
り で な く B 株 や 襲柑2 6 1殊 に も 見 い だ さ れ て お り ､ 5 0Sリ ポ ゾ
ー ム 亜 粒 子 申 に お け る 機 能 に つ い て も 興 味 が 持 た れ る .
ま た ､ 最 近 ､ 材ada 【1 02,1 0 3】に よ っ て 四 つ の 新 し い リ ポ ゾ ー
ム 蛋 白 質 の 存 在 が 報 告 さ れ た が ､ Ⅹ1 蛍 自 費 は 電 気 泳 動 の 移 動
度 か ら 考 え て 点 者 自 費 と 同 一 で あ る と 思 わ れ る ｡
1 - 4 Jヅネ - 4 要 約
大 腸 菌 オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 は い ろ い ろ な 塩 基 性 蛋 白 費 に よ
り 阻 害 を 受 け る こ と が 見 い だ･さ れ た ｡ リ ポ ゾ ー ム 蛋 白 質 に 関 し
て は ､ S l, S 5, S6, S8, S IO, L3 , L5, L 7/L 12, L 8, L9, 及 び
L IO蚤 自 費 以 外 の 多 く の 蛋 白 繋 が ア ン チ サ イ ム と し て 知 ら れ て
い る S 2 0/L 2 6及 び L3鼻 糞 自 賛 に 加 え
.
て ア ン チ サ イ ム 清 性 を 示
し た ｡ さ ら に L 2 0蛋 白 隼 及 び 新 し く 見 い だ さ れ た 5 0Sリ ボ ゾ
.
- ム に 存 在 す る Ⅹ1 蛋 白 質 は ､ S 2 0 /L 26及 び L 3 4蛋 白 質 よ り 強
い ア ン チ サ イ ム 活 性 を 示 し た . S 2 0/ L 2 6及 び L 3 亀蚤 自 賛 の ア
ン チ ザ イ ム 活 性 は リ ボ ゾ - ム 費 自 費 が 示 す 全 ア ン チ サ イ ム 清 性
の せ い ぜ い 1 0蔦 を 占 め る だ け で あ っ た ｡ 数 種 の 塩 基 性 ポ リ ペ プ
チ ド も ア ン チ ザ イ ム 描 性 を 示 し ､ そ の 強 さ は ポ リ ア ル ギ ニ ン >
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プ ロ タ ミ ン > ヒ ス ト ン > ポ リ リ ジ ン の 傾 で あ っ た . リ ボ ゾ - ム
に 結 合 し て い る ア ン チ ザ イ ム 汝 オ ル ニ テ ン 腕 炭 酸 酵 素 を 阻 害 せ
ず ､ ま た ､ ア ン チ ザ イ ム に よ る 阻 害 は リ ボ ゾ - ム 棒 加 に よ り 解
消 さ れ た ｡ 大 腸 菌 の 細 胞 を リ ポ ゾ ー ム と 1 0 0,0 0 0Ⅹ g 上 清 両 分
に 分 離 し た と こ ろ ､ 上 清 画 分 に 有 意 の ア ン チ ザ イ ム 痛 性 は 認 め
ら れ な か っ た ｡ こ れ ら の in vi モr o に お け る 結 果 か ら､ 塩 基 性
ア ン チ サ イ ム は in viv o で は ､ オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 阻 害 剤
と し て は 機 能 し な い と 考 え ち れ た ｡
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第 5 節 オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 過 剰 産 生 菌 に お 狩 る ポ リ ア ミ ン
生 合 成 の 調 節
大 腸 菌 に お け る ポ リ ア ミ ン 盤 台 成 の 調 節 に 関 し て は い ろ'い ろ
な 酵 素 の 関 与 が 考 え ら れ る が ､ な か で も オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素
滴 性 の 調 節 が 非 常 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ て き た ｡ こ の 酵 素 は
G T P によ り 摘 性 が 促 進 さ れ 【ユ9 ,2 0]､ p pGp p 【7 7,10 4】や ､ ポ リ ア
ミ ン 【1 9,7 8】 ､ 及 び ア ン チ サ イ ム 【7 9- 8 1】に よ っ て 阻 害 さ れ る と
報 告 き れ て き た ｡ し か し な が ら ､ 筆 者 が 第 4 節 に お い て 報 告 し
た よ う に 塩 基 性 ア ン チ サ イ ム に よ っ て は 調 節 さ れ な い こ と が 明
ら か と な っ た の で ､ 大 腸 菌 に お い て ポ リ ア ミ ン 濃 度 が ど の よ う
に 調 節 さ れ て い る か を 調 べ る た め ､ 通 常 の 野 生 味 (C L 5 10) と オ
ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 持 ち ､ オ ル ニ
テ ン 脱 炭 酸 酵 素 を 過 剰 藤 生 す る 株 (C L 5 1 0 /PO D C) を伺 い て ､ 細
胞 内 ポ リ ア ミ ン 含 量 と 酵 素 油 性 と の 関 連 性 を 検 討 し た ｡
こ q)節 で は ､ 大 腸 菌 に お い て は ポ リ ア ミ ン 含 量 は オ ル ニ テ ン
脱 炭 酸 酵 素 で は な く S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 に よ っ
て 調 節 さ れ て い る こ と 及 び オ ル ニ チJン 脱 炭 酸 酵 素 は 通 常 過 剰 に
合 成 さ れ て い て ､ プ ト レ ス シ ン や ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 阻害 の 程
度 は 非 常 に 小 さ い こ と を 明 ら か に し た ｡
1 - 5 - 1 実 験 村 料 と 方 法
1) 大 腸 菌 C L 5 1 0及 び C L 5 1 0/pO D Cの 培 養
大 腸 菌 CL 5 1 0(pr o le o thi hらd la cy gal K 2a r a rpsL20)
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及び オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス
フ ォ - ム し た CL5 1 0 /pOD Cは Dr . S . 璃 . Boyle lj: り 供 与 さ れ
た . こ れ ら の 大 腸 菌 は ､ 1 1 申 に 4 g glu c o s 昏, 6 g Wa去H PO｡
3 g K H2P O4 , 0. 5,g 封aC l,
I 1 g 紺HdC l, 2 5 0mg 封gSO4 ･ 7 H=, 0,
且3 mg CaC l壬 ｡ 2 H20 , 2 mg thia 馳in e, ”)0ng の ala nin e,
a rginin e, a spa rgin e, a spart ic a ci d, gluモa E)ic a cid, 首ly -
Cin e, 7B ethio nin e, pr olin e, s e rin e, thr eonin e 及 び 5 0苫ほ
の cyc七ein e, h ist i din e; is ole u cin e, 1eucin e, phe nylala -
nin e
,
try pt8pha n, tyr o sin e 及 び v aline を 含 む 培 地 で 培 養 後 ､
特 に 示 さ な い 限 り 汝 Ae･ 切 ¢ が O . 5 と な っ た 時 (1 09 c el ls/頂1)
に 1 5,00 0Ⅹ g , 1 5 分 間 遠 心 し て 集 菌 し ､ 細 胞 を 10E)拷 Tris -
日C l, pH 7. 5 , 10 mH 出agn e Sまu 詔 a C etate , 6 0 B3誕 対H4C l 及 び 6
訊H 2十 功e r C aptO ethan ol を 含 む buf fe r で 一 回 洗 っ た 後 ､ 同 様 に
集 菌 し て - 8 0oC に 保 存 し た ｡
2) ポ リ ア ミ ン 含 量 潮 定
大 腸 菌 の ポ リ ア ミ ン 含 量 の 瀕 定 捻
■
高 遠 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 用 い 弟 3 節 で 述 べ た 方 法 を 多 少 変 更 して 行 っ た ｡ ポ リ ア ミ
ン を 大 腸 菌 か ら 0 . 2 N T CAで 紬 出 し ､ そ の 1 0 p l を Toyo
Soda 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー シ ス テ ム で 分 離 し た ｡ カ ラ ム
は T S 民gel I E X カラ ム (4 Ⅹ 8 07D 詔) を 用 い ､ 5 0oC に て ､ 溶 離
液 (0 .0 8 4 Hci tric a cid buf fe r, pH 5. 15, 2 封 対aC l, 2昭
顎etha n ol, 0 . 0 1完 N - c apr oic a cid 及 び 0 . 1完 Brij - 3 5) の 流 速
を 0 . 65 ml/nl と し て ポ リ ア ミ ン の 分 離 を 待 っ た ｡ 分 赦 さ れ た
ポ リ ア ミ ン の 検 出 は 5 0
o
C で 第 3 節 で 述 べ た い pht halal dehyde
を 含 む 反 応 液 を 0 .5 ml /A)in の 流 速 で 涜 し て ポ リ ア ミ ン と 反 応
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さ せ ､ 励 起 波 長 3 8 8n.E) ､ 蛍 光 波 長 4且O n 詔 で 生 じ る 蛍 光 強 度
を 謝 定 し て 行 っ た ｡ r ポ リ ア ミ ン 頬 の r ete nt io n モiE) e は プ ト レ
ス シ ン ､ カ ダ ベ リ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ
ン 及 び ス ペ ル ミ ン で そ れ ぞ れ 7 , 10, 14, 2 0 及 び 30 分 で あ っ
た ｡ ア ミ ノ プ ロ ピ ル カ ダ ベ リ ン は Dr . D . E ｡ 封o r ris よ り 供 与
さ れ た ｡
3) オ ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 と S - ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素
の 精 製 ･
オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 第 4 節 で 精 製 し た 9 5駕 pu r eな 酵 素
を 用 い た ｡ S- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 大 腸 菌 Q13 よ
り 舶 rk ha m ら の 方 法【6 3】に 従 っ て 精 製 し た が ､ D E且E- c e
.
ユlu -
1o s e カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 省 略 し ､ 又 ､ buf fe r に は
1 O jL 拭 F UT- 17 5[8 6】を 棒 加 し た ｡ 精 製 し た 酵 素 は SDS- ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 上 で 8 0寛 pu r e で あ っ た ら
4) ポ リ ア ミ ン 生 合 成 に 関 与 す る 酵 素 及 び ス ペ ル ミ ジ ン対l - ア セ
チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ - ゼ の 活 性 潮 定
大 腸 菌 の 甘et C el l を 1 0 倍 量 の btlf fe r(5 0 mH Hepe
'
s - R o月
pH 7.5 , 5 劫H HgS OA , 2 mH di thiothr eitol 及 び 0 . 04 恐H py -
ri如 Ⅹal phosphate) に s u spe nd し､ 1 分 間 ､ 2 回 避 音 波 破 砕
し た 後 ､ 3 0, 0 0 Ⅹ g , 15 分 間 遠 心 し て 得 ら れ た 上 清 を 酵 素 清
性 測 定 に 用 い た ｡ オ ル ニ テ ン 脱 炭 酸 酵 素 と S- ア デ ノ シ ル メ チ オ
ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 の 勘 定 に は 前 述 の 精 製 し た 酵 素 も 使 用 し た ｡ オ
ル ニ チ ン 脱 炭 酸 酵 素 と リ ジ ン 脱 炭 酸 酵 素 及 び S- ア デ ノ シ ル メ チ
オ ニ ン 脱 黄 綬 酵 素 の 滴 性 測 定 は 第 3 節 に 述 べ た と お り に 行 っ た ｡
ア ル ギ ニ ン 脱 炭 酸 酵 素 は 故o r ris と Bo eke r の 方 法 【1 05】で 油性
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滞定 し ､ ア グ マ チ ン ウ レ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ は Satishcha ndr a n と
Boyle の 方 法 【1 0 6】に 従 っ1て 滴 憶 測 志 し た . ア ル ギ ニ ン 脱 炭 酸 酵
素 プ ラ ス ア グ マ テ ン ウ レ オ ヒ ド ロ ラ ー ゼ 汚 性 測 定 は Sat ishch-
a ndr a nと Boyle の 方 法【2 6] を多 少 変 更 し ､ ト (gu a ni如 - 1 JC卜
a rginin e か ら の = C O2 の 放 出 量 を 謝 定 す る こ と に よ り 待 っ た o
ま ず ､ 0 . 3 B)1 申 1 0 0r)雑 Hepes - Ro 弱, p討 7 . 6, 0 . 0尋 斑H p yri-
do x al pho sphate , 旦 nH 粥gS O4 , 1 ZDH di thiot hr eitol, 1 渦H
a rginin e, 0 ･ 3 FL C i ト【gu a nido - 1 AC]a rginiりe (54･ 4 DCi/
… oュ), 1 EL拭 ag皿at in e, 2 0 u ni ts u r e a s e(Sigm a C he E[ic al
Co .) 及び 酵 素 を 含 む 反 応 液 を 3 7DC､ 3 0 分 間 イ ン キ ュ ベ - 卜 し
た 後 ､ 0 , 1 nl■の 5 0完 T C且 を 加 え て 反 応 を 停 止 し ､ 放 出 さ れ た
= C O乏 を 他 の 脱 炭 酸 酵 素 油 性 潮 定 と 同 様 に 湘 定 し た . ス ペ ル ミ
ジ ン 紺l - ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 汚 性 潮 定 娃 拭ats ui と
Peg g の 方 法 【10 7】に 従 っ て 【a c ety ト 1- = C】a c etyl CoÅ か ら
i) o n o a c etylspe r nidin e ヘ の 放 射 能 の 取 り 込 み を 潮 定 す る こ と に
よ り 行 っ た ｡ こ の と き ､ 基 黄 ス ペ ル ミ ジ ン の 洩 度 は 3 3)舛 を 用
い た ｡
5) ア ミ ノ 酸 含 量 の 測 定
大 腸 菌 申 の ア ミ ノ 酸 含 量 滞 定 は 日 立 ア ミ ノ 酸 分 析 装 置 83 5-
1 0 によ り 行 っ た ｡ 菌 を 培 養 後 ､､ 20
oC で 1 0,0 0 0Ⅹ g , 10 分 間
遠 心 し て 菓 菌 し ､ ア ミ ノ 酸 を 除 い た 培 地 で 一 回 洗 い 同 様 に 遠 心
し て 得 ら れ た 菌 体 か ら 0 . 2 N TCA で ア ミ ノ 酸 を 抽 出 し た ｡ 色
oC
て l o,0 00Ⅹ g , 1 5 分 間 遠 心 し て 得 ら れ た 上 浦 か ら エ ー テ ル で
T C Aを 除 き ､ 塩 酸 を 加 え て pH 2 に 合 わ せ た サ ン プ ル を ア ミ ノ
酸 分 析 装 置 に ア プ ラ イ し た . 大 腸 菌 申 の ア ミ ノ 酸 濃 度 は 1 劫g
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